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(57) Abstract y ■ 1 

The description relates to a process for isolating and purifying nucleic adds like plasmide or genomic ^TT^ 
DNA from cells or other sources in which: a) the cells containing nucleic acid are disinte grated and the cell fragmentsremoved 
or other nucleic acid-containing samples are treated with anion exchangers in buffer solutions of low ionic strength; b) the nuc- 
leic acids are then desorbed from the anion exchanger using a buffer of higher ionic strength in order then c) to be treated in the 
higher ionic-strength buffer or in the presence of lower alcohols and/or polyethylene glycol with a mineral base material with the 
adsorption of the nucleic add on the surface of the mineral base, whereupon d) the nucleic add is desorbed with water or a lower 
ionic-strength buffer solution. The device for implementing the process of the invention consists of a hollow body (1) with an inlet 
aperture (7) and an outlet aperture (8), in which a powdered first silica-gel-based material (10) is inserted into the hollow body (1) 
between two securing devices (5 and 6) and a second material (1 1) is arranged between the first material (10) and the outlet aper- 
ture, whereby the first and second materials (10, 11) have different adsorption characteristics for nucleic adds. 

(57) Zusammenfassung 

Es wird ein Verfahren bescbrieben zur Isolierung und Reinigung von NukleinsSuren wie Plasmid- oder genomischer DNA 
aus Zellen oder anderen Quellen, wobei a) die NukleinsSuren enthaltenden Zellen aufgeschlossen und die Zelltrflmmer entfernt 
werden oder sonstige nukleinsaurehaltige Proben mit Anionenaustauschern behandelt werden, und zwar in PufferiGsungen mit 
geringer lonenstarke, b) danach die Nukleinsfiuren mit einem Puffer hoher lonenstarke von dem Anionenaustauscher desorbiert 
werden, urn danach c) im Puffer hoher Ionenstarke oder in Gegenwart von niederen Alkoholen, und/oder Pdlyethylenglykol mit 
einem mineralischen Tragermaterial behandelt zu werden unter Adsorption der Nukleinsaure an die Oberflfiche der minerali- 
schen TrSgerstoffe, woraufhin d) cine Desorption der Nukleinsaure mit Wasser oder einer PufferiOsung mit geringer Ionenstfirke 
erfolgL Die Vorrichtung zur Durchfuhrung des erfindungsgemfiBen Verfahrens besteht aus einem HohlkOrper (1) mit einer Einlaft- 
Offnung (7) und einer AuslaB6£fnung (8), wobei im Hohlkarper (1) zwischen zwei Fixiereinrichtungen (5 und 6) ein puiverfflrmi- 
ges erstes Material. aufSilicagelbasis (10) angeordnet ist und ein zweites Material (1 1) zwischen dem ersten Material (10) und der 
AuslaBOfTnung (8) angeordnet ist, wobei die ersten und zweiten Materialien (10, 1 1) unterschiedliche Adsorptionscharakteristika 
flQr NukleinsSuren aufweisen. 
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"Vorrichtung und Verfahren zur Isolierung 
und Reinigung von Nukleinsauren" 

Die Erfindung betrifft ein Verfahren zur Isolierung und 
Reinigung von Nukleinsauren wie Plasmid- oder genomischer 
DNA aus Zellen oder anderen Quellen und eine Vorrichtung 
zur Durchfuhrung des Verfahrens gemafl Oberbegriff des 
Patentanspruchs 16. 

Bei der Preparation von Nukleinsauren mussen die Zellen 
zunachst durch die Verwendung von Enzymen, wie zum Bei- 
spiel Proteinase K, Lysozym und Detergentien wie SDS, 
Brij, Triton-X-100, Tween 20, DOC und Chemikalien wie 
Natriumhydroxid, Guanidin-Hydrochlorid und Guanidin-Iso- 
thiocyanat aufgeschlossen werden. Dem Experimentator 
stellt sich das Problem, vor der Reinigung der Nuklein- 
sauren die Zelltrummer zu entfernen und dann aus dem 
Zell-Lysat die Nukleinsauren oder Nukleinsaurefraktionen 
zu isolieren. Weiterhin mussen bei der Preparation von 
Plasmid DNA oder genomischer DNA haufig verwendete 
Detergentien, wie SDS (Sodiumdodecylsulfat) , entfernt 
werden. Dies erfolgt wie in den meisten Fallen bei 
Verwendung von SDS durch ein Ausfallen mit Kalziumacetat, 
da das Kaliumsalz von SDS schwer loslich ist. Die Zell- 
trummer werden dann zusammen mit dem ausgefallenen SDS 
abzentrifugiert. Da die Bestandteile im Lysat ein sehr 
volumindses und schmieriges, gelartiges Pellet ergeben, 
bereitet selbst die Abtrennung dieser Trummer in einer 
hochtourigen Zentrifuge Schwierigkeiten. ublicherweise 
erfolgt die Entfernung der Zelltriimmer durch eine Zentri- 
fugation zwischen 5.000 g bis 20.000 g fur 15 bis 60 
Minuten. Dieses Verfahren hat den Nachteil, daB es sehr 
zeit- und arbeitsaufwendig ist und sich nicht automa- 
tisieren laBt. 
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Die DE-A 36 39 949 beschreibt ein Verfahren zur Isolierung 
und Reinigung langkettiger Nukleinsauren von anderen Sub- 
stanzen aus Bakterien, Viren, tierischen und pflanzlichen 
Geweben und Zellen sowie Korperf lussigkeiten, insbesondere 
Zellinhaltsstoffen und/oder deren Abbauprodukten sowie 
Bestandteilen der Korperf lussigkeiten, die nicht lang- 
kettige Nukleinsauren sind. Dabei werden die langkettigen 
Nukleinsauren nach einem schonenden Aufschlufl und Ent- 
fernung der Zellbruchstucke und anderer ungeloster Be- 
standteile an einem Anionenaustauscher fixiert, wahrend 
die abzutrennenden Substanzen ausgewaschen werden. Danach 
werden die f ixierten Nukleinsauren mit einem Puffer hoher 
Ionenstarke von der Matrix wieder abgelost. 

Aus der DE-A 37 17 211 ist ein Verfahren bekannt zur 
Trennung und Reinigung von Biopolymeren, wie Nuklein- 
sauren, wobei die Nukleinsauren an einer in einer spe- 
ziellen Vorrichtung angeordneten Matrix adsorbiert 
werden. Die Pufferbedingungen sind dabei so eingestellt, 
dafl die Nukleinsauren uberwiegend adsorbiert werden, 
wahrend storende Substanzen, wie Proteine, niedermole- 
kulare Stoffe Oder auch Zelltrummer, nicht gebunden 
werden. 

In "Isolierung, Fraktionierung und Hybridisierung von 
Nukleinsauren, eine Einfuhrung und methodische An- 
leitung", herausgegeben von Ulrich Wobus, Verlag Chemie, 
1980 werden Methoden zur Isolierung von Nukleinsauren 
beschrieben. Daraus geht hervor, dafl hochmolekularfc 
Ribonukleinsauren in Salzlosungen > 1,5 M Natriumchlorid 
unloslich sind und ausfallen. Diese Prazipitation wird 
jedoch als nicht effizient angesehen, so dafl in dieser 
Monographie bereits mehrfache Wiederholungen der Prazi- 
pitationsschritte mit hoher salzkonzentration empfohlen 
werden. 
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Eine effiziente Trennung sowohl von DNA-Restriktionsfrag- 
menten und ampl if iz ierten Produkten der Polymerase- 
Kettenreaktibn wird in J. Chromatogr., 1990, 512, 433 - 
444 beschrieben. Als Chromatographiematerial wird ein 
Ionenaustauscher DEAD-NPR-Material mit 2,5 urn groflen , 
nicht pordsen Partikeln verwendet. 

Nukleinsaure aus Hefen wurden gemaB Biochemistry 1972, 
4848 an Poly(L-Lysine)-beschichtetem Kieselguhr getrennt. 
Ebenso wurde bereits mitochondriale DNA an solchen 
chromatographischen Materialien getrennt. 

In Chromatographia, 1984, 19, 236-9 wird die Verwendung 
von mehrdimensionaler Chromatographie zur Isolierung von 
synthetischen Oligodeoxyribonukleotiden iia praparativen 
MaBstab beschrieben. In einem ersten Schritt wird dabei 
zunachst eine Size-Exclusion-Chromatographie an Sephadex 
G-15 durchgefuhrt, gefolgt von einer Size-Exclusion- 
Chromatographie mit einer HPLC-Ionenaustauschersaule 
(Partisil-10 SAX) . Daran schlieBt sich eine hydrophobe 
Chromatographie mittels HPLC (Nucleosil C18) an. 

Uber die Eignung von hydrophob beschichteten Glasparti- 
keln zur Durchfuhrung von adsorptions-chromatographischer 
Reinigung von Nukleinsauren wird in J. Biochem. 94, 163 - 
169 (1983) berichtet. 

Nachteilig an diesem stellvertretenden Stand der Technik 
ist die Tatsache, daB ein Zentrifugationsschritt zur Ent- 
femung der Zellbruchstucke und der ungelosten Bestand- 
teile aus dem Zell-Lysat notwendig ist. Ein weiteres 
Problem besteht darin, daB die Nukleinsauren durch die 
Elution in Puffern hoher Ionenstarke von den in groBer 
Konzentration vorhandenen Salzen befreit und gleichzeitig 
konzentriert werden mussen. In den allermeisten Fallen 
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sind die weiteren Verfahrensoperationen mit den so ge- 
wonnenen Nukleinsauren nur mit pufferbedingungen moglich, 
die geringere ionenstarken aufweisen. Die Entfernung der 
in hoher Konzentration im Puffer gelosten Salze kann auch 
durch Dialyse erfolgen, jedoch fuhrt dies zu merklicher 
Degradation der Nukleinsauren in den entsprechenden 
Proben. Nach der Dialyse muB die entsalzte Nukleinsaure 
durch eine Gefriertrocknung konzentriert werden. Eine 
andere Art der Konzentrierung erfolgt durch eine Fallung 
der Nukleinsaure mit Ethanol, Isopropanol, Polyethylen- 
glykol (PEG) . Die Nukleinsauren sind in diesem System 
nicht loslich und fallen aus. Die ausgefallenen Nuklein- 
sauren mussen jedoch durch einen Zentrifugationsschritt 
pelletiert werden. Das Nukleinsaurepellet wird kurz ge- 
trocknet und anschlieBend in einem kleinen Volumenpuffer 
sehr niedriger salzkonzentrationen gelpst, urn eine kon- 
zentrierte salzfreie Nukleinsaureprobe zu erhalten. Durch 
diese Zentrifugations- und Fallungsverfahren ist eine 
einfache und schnelle Gewinnung von Nukleinsauren nicht 
moglich und eine Automatisierung lafit sich nur schwer 
durchfuhren. Andererseits steigt der Bedarf nach ein- 
fachen und automatischen Verfahren zur Praparation von 
Nukleinsauren durch das Vordringen der Molekularbiologie 
in die .klinische Diagnostik sowie die Sequenzierung des 
menschlichen Genoms. Dabei sind jeweils grpfle Proben- 
mengen aufzuarbeiten. 

Das der Erfindung zugrundeliegende technische Problem 
besteht darin, ein Verfahren bereitziistellen, dafl es er- 
moglicht, Nukleinsauren zu isolieren und zu reinigen, 
ohne dafl ein Zentrifugationsschrift zur Entfernung der 
Zellbruchstucke Oder ungeloster. Bestandteile des Zell- 
Lysats notwendig ware und, ohne daB die Nukleinsauren in 
Puffersystemen hoher Salzkonzentrationen anf alien, wobei 
die Nukleinsauren einen nachgeschalteten Entsalzungs- und 
Konzentrierungsschritt notwendig machen. Das bereitzu- 
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stellende Verfahren soil die Nukleinsauren praktisch in 
einem direlct weiterverarbeitbaren Zustand lief em. Ein 
weiterer Aspekt des genannten technischen Problems be- 
steht in der Schaffung einer Vorrichtung, mit der das 
Verfahren in besonders vorteilhafter Weise ausgefuhrt 
werden kann. 

Das der Erfindung zugrundeliegende technische Problem 
wird in uberraschend einfacher Weise durch ein Verfahren 
geldst, daB durch die Merkmale des Anspruchs 1, 34, 36 
charakterisiert ist. Die daran anschlieflenden Verfahrens- 
anspruche betreffen bevorzugte Ausfuhrungsformen des er- 
f indungsgemaBen Verfahrens. 

Eine Vorrichtung, mit der das erfindungsgemaBe Verfahren 
in besonders vorteilhafter Weise ausgefuhrt werden kann, 
1st durch die Merkmale des Anspruchs 16, 35, 37 charakte- 
risiert. Die darauf zuruckbezogenen Unteranspruche be- 
treffen weitere bevorzugte Ausfuhrungsformen der erfin- 
dungsgemaflen Vorrichtung . 

Zunachst werden die Zellen, deren Nukleinsaure isoliert 
werden sollen, in ublicher Weise aufgeschlossen und die 
Zelltrummer werden entfernt. Dies kann mittels Filtration 
oder Zentrifugation geschehen. Vorzugsweise erfolgt die 
Gewinnung der klaren Zell-Lysate durch eine Filtration 
uber eine stufenweise oder asymetrisch aufgebaute Filter- 
schicht. Das die Nukleinsauren enthaltende Filtrat kann 
sofort mit Anionenaustauschern behandelt werden. Als 
Anionenaustauscher kann ein handelsubliches Material aus- 
gewahlt werden, welches eine Bindung der zu isolierenden 
Nukleinsaure unter den jeweiligen Praparationsbedingungen 
erlaubt. Die Anionenaustauscher sind vorzugsweise ober- 
flachenmodifizierte Trager aus einer Matrix, vorzugsweise 
bestehend aus Agarose, Dextran, Zellulose, Acrylamid, 
Polyvinylalkohol, Polystyrol, Glas, Aluminiumoxid , Titan- 
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dioxid, Zirkondioxid oder Silicagel, wie zum Beispiel 
DEAE-Sepharose R , Q-Sepharose R , DEAE-Sephadex , DEAE- 
Toyopearl R , Amberlite R , Nukleogen R , Qiagen . Die Anionen- 
austauscher konnen porose Tragermaterialien nit einer zur 
Wechselwirkung geeigneten inneren oberflache hoher Kapa- 
zitat oder nicht porose Tragermaterialien sein, die nur 
auf der auBeren Oberflache eine Wechselwirkung mit dem zu 
trennenden Gemisch eingeht. 6anz besonders bevorzugt 
handelt es sich bei dem Anionenaustauscher urn ein Material 
auf Basis von Silicagel, das eine PartikelgroBe von 1 bis 
250 tm, vorzugsweise 10 bis 50 vn und ganz besonders be- 
vorzugt 15 bis 25 fim und einen Porendurchmesser von 1 bis 
2.500 nm r bevorzugt 10 bis 500 nm, besonders bevorzugt 
100 bis 400 nm, aufweist. Als Anionenaustauschermaterial 
hat sich insbesondere ein Material mit hoher Oberflachen- 
ladung und hoher Bindungskapazitat fur Nukleinsauren er- 
wiesen. Die Modifizierung des Silicagels erfolgt vorzugs- 
weise durch Silanisierung des Tragermaterials, wie bei- 
spielsweise in der EP-A 83 901 065, DE-A-39 35 098 und 
us-A-5,057,426 offenbart. In der EP-A 83 901 065 wird zum 
Beispiel gamma-Glycidyloxypropyltrimetboxysilan und 
N , N-Dimethylaminoethanol zur Modifizierung des Trager- 
materials verwendet. 

Die Adsorption der Nukleinsauren erfolgt unter Bedingun- 
gen, wie sie typischerweise bei niedrigen Salzkonzentra- 
tionen vorliegen. Vorzugsweise sind dies niedrigere Salz- 
konzentrationen als solche mit der die Ntikleinsauren von 
der Saule eluiert werden konnen. Je nach verwendeten 
Ionenaustauschermaterialien und pH-Werten kann die Salz- 
konzentration dabei 0,25 bis 1,5 M betragen. 

Nach der Adsorption der Nukleinsauren an dem Anionenaus- 
tauschermaterial kann sich mindestens ein Waschschritt 
mit Puffer geringer Ionenstarke anschliefien. 
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Vorzugsweise befindet sich das Ionenaustauschennaterial 
dabei in einem iiberwiegend zylindrischen Hohlkorper einer 
Saule. Die Saule wird dann mit einer Salzlosung ge- 
waschen, deren Ionenstarke so hoch wie moglich ist, ohne 
dafi die erwunschte Nukleinsaure eluiert wird. Damit 
werden niedermolekulare und schwach geladene Verun- 
reinigungen und Proteine ausgewaschen. 

Urn unnotige Ausbeuteverluste zu vermeiden, kann es vor- 
teilhaft sein, zwischen dem Adsorptionsschritt und dem 
Ellutionsschritt oder als letzten Waschschritt eine 
Konditionierung der betreffenden Adsorptionsxnaterialien 
durchzufuhren, indem eine moglichst hohe Ionenstarke ins- 
besondere in dem Bereich, in dem die spatere Adsorption 
der Nukleinsaure unter Hochsalzbedingungen erfolgen soil, 
durchgefuhrt wird. Dazu kann insbesondere eine Losung zur 
Aquilibrierung und Konditionierung verwendet werden , die 
einer Ionenstarke von etwa 1,5 M Natriumperchlorat bei 
einem pH von ungefahr 5 entspricht. 

Entsprechend befindet sich das Material zur Bindung der 
Nukleinsauren unter Bedingungen hoher Ionenstarke in 
einem separaten iUDerwiegend zylindrischen Hohlkorper. Die 
von dem Ionenaustauschennaterial desorbierte Nuklein- 
sauref ration wird in der hoch salzhaltigen Fraktion in 
die Kartusche Oder die Saule mit dem Nukleinsauren unter 
Hochsalzbedingungen absorbierenden Material gegeben. In 
einer bevorzugten Ausfuhrungsform sind die jeweiligen 
Vorrichtung mit den entsprechenden Adsorptionsmaterialien 
so aufeinander abgestimmt, daB der Behalter mit dem 
Anionenaustauscher auf den Behalter mit dem Nukleinsaure 
unter hohen Ionenstarken bindenden Material enthaltenden 
Behalter angeordnet werden kann. 

Eine Konditionierung des Materials, das die Nukleinsauren 
bei hoher Ionenstarke adsorbieren kann, ist insbesondere 
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bei dieser Vorgehensweise besonders leicht moglich. Die 
Konditionierung kann bereits dadurch erfolgen, daB das 
Material, das die Nukleinsauren bei hoher Ionenstarke 
binden kann, mit entsprechend hochkonzentrierten salz- 
losungen vorbehandelt wird. Es ist jedoch auch moglich, 
entsprechend vorbehandelte Materialien zu verwenden, 
indent beispielsweise das Nukleinsaure absorbierende 
Material zunachst mit Salzlosungen hoher Ionenstarke 
behandelt wird und danach das Losungsmittel verdampft 
wird, so daB sich in den Nukleinsauren unter hohen 
Ionenstarken absorbierende Material sehr hohe Salzkon- 
zentrationen unmittelbar einstellen, wenn eine waBrige 
Losung damit in Verbindung gebracht wird. Vorteilhaft ist 
die Konditionierung aufgrund der Tatsache, daB die ersten 
Volumeneinheiten, die sich durch die Elution der Nuklein- 
sauren vom Anionenaustauscher von diesem Material losen 
noch eine moglicherweise zu geringe Salzkonzentration 
aufweisen, urn hinreichend fest an dem folgenden Material 
zu adsorbieren. Trifft nun ein relativ verdunnter 
Elutionstropfen vom Anionenaustauscher auf ein so kon- 
ditioniertes Material, das Nukleinsaure unter Bedingungen 
hoher Ionenstarke zu binden vermag, so stellt sich sofort 
eine hohe Salzkonzentration ein und die Nukleinsauren 
werden an diesem Material adsorbiert. 

Danach kann die Nukleinsaure mit einem Puffer hoher 
Ionenstarke von dem Anionenaustauschermaterial desor- 
biert, urn dann unmittelbar im Elutionspuffer hoher Ionen- 
starke mit einem mineralischen Trager gebunden zu werden. 
Nukleinsauren konnen in Gegenwart von chaotropen Salzen 
wie Natriumiodid, Natriumperchlorat an feingemahlenem 
Glas oder Silicagel gebunden werden, wenn man die 
Nukleinsauren mit der feinen Glas- bzw. Silicagel- 
suspension versetzt und langere Zeit inkubiert, urn eine 
Bindung der Nukleinsaure an das Silicagel zu ermoglichen 
(B. Vogelstein und D. Gillespie, 1979, Proc. Nat. Aca. 
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Sci USA, 76, 615 - 19; Preparative and analytical puri- 
fication of DNA from agarose; R. Yang, J. Lis und B. Wu f 
1979, Elution of DNA from agarose after gel electro- 
phoresis, Methods Enzymol. 65, 176 - 182; M.A. Marko, .R. 
Chipperfield und H.C. Birnboim, 1982, A procedure for the 
large scale isolation of highly purified plasmid DNA 
using alkaline extraction and binding to glass powder, 
Anal. Biochem, 121, 382 - 387). 

Die Adsorption der Nukleinsauren an die mineralischen 
Trager kann iiberraschenderweise auch durch Zugabe von 
niederen Alkoholen in die Probe erfolgen. In Frage koramen 
vorzugsweise Methanol , Ethanol , Propanol , Isopropanol 
sowie Butanol. Die bevorzugten Mengenbereiche, in denen 
die Alkohole der Probe zugesetzt werden, betragen 1-50% 
(v/v) , soveit sie uberhaupt in diesen Bereichen in Wasser 
loslich sind. Desweiteren kann die Adsorption der 
Nukleinsauren auch durch Polyethylenglykole erreicht 
werden. Die verwendbaren Ethylenglykole weisen Molekular- 
gewichte von 1.000 bis 100.000, insbesondere 6.000 bis 
8.000 # auf . Polyethylenglykol kann in Bereichen von 
1-30% der Probe zugesetzt werden. 

Das erfindungsgemaBe Verfahren zeigt iiberraschenderweise, 
dafi Nukleinsaure auch beim Passieren von sehr dunnen 
Schichten von Glas oder Silicagel effizient adsorbieren, 
obwohl die Verweilzeit nur 1-30 Sekunden betragt. Es 
zeigt sich auch, dafi eine Bindung in hohen Natriumchlorid- 
und Lithiumchloridkonzentrationen erfolgt und chaotrope 
Salze nicht notwendig sind. Auch 1st bisher eine Kombi- 
nation aus Anionenaustauscher und Silicagel nicht be- 
schrieben, wobei der Anionenaustauscher die Reinigung der 
Nukleinsaure iibernimmt und bei den Konzentrationen von 
0,25 M - 1,5 M Salz zwar die Verunreinigungen, wie Meta- 
boliten, Proteine und teilweise RNA, Polysaccharide ent- 
fernt werden, aber diese unter den gegebenen Bedingungen 
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nicht an die nachgeschaltete Silicagelschicht adsorbieren 
konnen, und die silicagelschicht die Entsalzungs- und 
Konzentrationsaufgabe ubernimmt, wenn die Nukleinsaure in 
folgenden Schritt mit einer Salzkonzentration vom 
Anionenaustauscher eluiert wird, die hoch genug ist die 
Nukleinsaure an die silicagelschicht adsorbieren kann. 

Als puffersalze in den angegebenen Konzentrationen kommen 
fur den Adsorptionsschritt an den mineralischen Trager 
folgende in Betracht: 

Salz Konzentration 

NaCl: 3 - 5 M 

NaC104: 5 - 7 M 

Gu-HCl: 5 - 7 M 

NaJ: 3 - 5 M 

Die Behandlung mit der Salzlosung kann einfach durch Auf- 
tropfen auf den Filter und Absaugen erfolgen. in einer 
bevorzugten Ausfuhrungsform wird die silicagelschicht mit 
einer Perchloratlosung, pH 6,5 bis 8,5, insbesondere pH 7 
bis 8, behandelt. Dies erfolgt zweckmaBig durch Pipettie- 
ren und Durchsaugen. Besonders bevorzugt wird hierzu eine 
Losung/ die 4 bis 8 M/l NaC104, 5 bis 20 mM/1 Tris-HCl, 
pH 7 bis 8 und 0,5 bis 2 mM/1 EDTA enthalt, verwendet. 
Nach dem Entfemen der chaotropen Ldsungen, insbesondere 
der Natriumperchloratlosung, wird vorzugsweise ait waBri- 
gem Ethanol nachgewaschen, zum Beispiel mit 50 bis 
90%-igem Ethanol. 

Nach dem Trocknen der Filter erfolgt dann die Elution in 
ublicher Weise mit einer verdunnten waBrigen Salzlosung, 
Wie z. B. in Anal. Biochem. 101, ^39 - 341 (1980) be- 
schrieben. Ein bevorzugtes Elutionsmittel ist 0,5 bis 2 
mM/1 Tris-HCl, pH 7 bis 8, enthaltend 0,05 bis 0,2 mM/l 
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EDTA, im folgenden als TE bezeichnet. Besonders bevorzugt 
wird ein pH-Wert von 7,5 bis 8,5. Ein anderes geeignetes 
Elutionsmittel sind verdiinnte Detergenslosungen, wie zura 
Beispiel 0,1% SDS, die jedoch weniger bevorzugt werden. 

Es hat sich gezeigt, dafl auBer Silicagel auch andere 
mineralische Trager zur Adsorption der Nukleinsaure 
geeignet sind. In einer bevorzugten Form wird jedoch 
Silicagel der Partikelgrdfle 1 bis 250 bevorzugt 1 bis 
50 fim, insbesondere 1-5 tin, eingesetzt. Die Ent- 
salzungsschicht kann als eine lose geschiittete Schicht, 
die zwischen zwei PB-Fritten eingeschlossen ist, in der 
Extraktionssaule eingesetzt werden. Eine andere Ausfxih- 
rungsform beinhaltet die Anwendung der mineral ischen 
Trager in Membranform nach EP 0 323 055 (07.12.1988, 3M, 
Composition Chromatographic Article) . 

Mit dem erf indungsgemaBen Verfahren konnen Nukleinsauren 
verschiedenster Provenienz getrennt und prapariert wer- 
den. Dabei ist es gleichgultig, ob die Nukleinsauren aus 
Bakter ien , Zellkulturen , Blut , Gewebe , Urin , Viren Oder 
aus Aaplifikationsreaktionen, wie PCR (Polymerase Chain 
Reaction) , SSSR (Self-Sustained-Sequence Replication) , 
Ligase-Chain-Reaction und ahn lichen Reaktionen stammen, 
Oder ob es sich um markierte Nuldeinsauren, wie in Biotin 
markierte, fluoreszens-markierte oder radioaktiv markierte 
Nukleinsauren handelt. Als Nukleinsaure kommen Nuklein- 
sauren in einem Grofienbereich vom 10 Nukleotiden bis 
200.000 Nukleotiden in Betracht. Als Nukleinsauren im 
Sinne der Erfindung werden Olegonukleotide von 10 bis 100 
Nukleotiden, RNA mit 50 bis 25.000 Nukleotiden, Plasmid- 
DNA mit 2.500 bis 25.000 Basenpaaren, Cosmid-DNA mit 
5.000 bis 60.000 Basenpaaren oder genomische DNA mit 100 
bis 200.000 Basenpaaren vers tanden. 
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Die nach Schritt d) des erfindungsgemaBen Verfahrens er- 
haltene Nukleinsaurefraktion oder -fraktionen werden in 
Losungen nit geringer Salzbelastung erhalten. Es ist 
somit moglich, die fur die weitere Prozessierung erforder- 
lichen Pufferbedingungen nachtraglich einzustellen. In 
besonders vorteilhafter Weise wird die an dem Silicaglas 
gebundene Nukleinsaure bereits in dem zur Weiterverar- 
beitung bestimmten Puffer eluiert. 

Die isolierten Nukleinsauren werden fur die unterschied- 
lichsten Anwendungen eingesetzt. Besonders haufig erfolgt 
die enzymatische Umsetzung mit Restriktionsenzymen, Poly- 
merasen und Ligasen zur Restriktionsanalyse, Seguenzie- 
rung, Markierung nit Radioaktivitat oder nicht radio- 
aktiven Markern, wie Biotin, FITC, Digoxigenin und der 
Amplifikation mit Hilfe der PCR, SSSR (Self -Sustained- 
Sequence Replication) und Ligase-Chain-Reaction. 

Das erfindungsgemafie verfahren ist insbesondere fur die 
Isolierung und Preparation von Plasmid-DNA und ge- 
nonischer DNA geeignet. 

Die Figuren zeigen bevorzugte Ausfuhrungsformen der er- 
findungsgemaBen Vorrichtung, wobei die verschiedenen 
Adsorptionsmaterialien fur die Nukleinsauren in einer 
Vorrichtung vereint sind. 

Die Figur l zeigt eine Vorrichtung zur Durchfuhrung des 
erfindungsgemaBen Verfahrens, die aus einem Hohlkorper 1 
mit einer EinlaBoffnung 7 und einer AuslaBoffnung 8 be- 
steht. Der Hohlkorper besteht vorzugsweise aus Polypropy- 
len (PP), Polyethylen (PE) , Polymethylmethacrylat (PMMA) / 
Polytetrafluorethylen (PTEE) r Polyethylterephthalat (PET) 
oder Polyacrylnitril (PAN) . Im Hohlkorper 1 ist zwischen 
zwei Fixiereinrichtungen 5, 6 ein pulverformiges erstes 
Material aus einem mineralischen Tragermaterial 10 ange- 
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ordnst. Im Hohlkdrper 1 befindet sich ein zweites pulver- 
fcrviges Material 11 aus einem mineralischen Tragerma- 
tex'ial zwischen dem ersten Material 10 und der AuslaB- 
of f nung 8 . Die ersten und zweiten Materialien 10 , 11 
weisen unterschiedliche Adsorptionscharakteristika fur 
Nukleinsauren auf. Die Unterschiede in den Adsorptions- 
charakteristika werden durch unterschiedliches Ad- 
sorptionsverhalten in Puffern hoher bzw. niedriger Ionen- 
starken bestimmt. Werden zum Beispiel Nukleinsauren vom 
ersten Material 10 unter Bedingungen niedriger Ionen- 
starke gebunden, so muB das zweite Material 11 in der 
Lage sein, Nukleinsauren unter Puf ferbedingungen nie- 
driger Ionenstarke ungehindert passieren zu lassen, wo- 
hingegen unter Bedingungen hoher Ionenstarke die Nuklein- 
saure vom ersten Material 10 desorbiert und an dem 
zweiten Material 11 adsorbiert wird. 

Vorzugsweise besteht das erste pulverformige Material 10 
aus einem Anionenaustauscher aus oberflachenmodif izierten 
Tragermaterialien auf Basis von Agarose , Dextranen , 
Cellulose, Acrylamid, Polyvinylalkohol, Polystyrol, Glas, 
Aluminiumoxid, Titanoxid, Zirkondioxid Oder Silicagel, 
insbesondere Anionenaustauscher der oben genannten Art 
auf Silicagelbasis. Der vorzugsweise basische Ionenaus- 
tauscher weist eine PartikelgroBe von 1 bis 250 jzm, bevor- 
zugt von 10 bis 40 /im, insbesondere 15 bis 25 tira, und 
einem Porendurchmesser von 1 bis 2.500 nm, vorzugsweise 
10 bis 500 nm, insbesondere 200 - 400 nm, auf. 

Das zweite Material 11 ist ein mineral isches Trager- 
material, insbesondere aus Silicagel , Glas , Zeolith, 
Aluminiumoxid , Titandioxid , Z irkiondioxid , Kaol in , 
Kieselalgen, vorzugsweise ein Silicaglas, gegebenenfalls 
in Form einer Silicagelsuspension. Das zweite Material 11 
weist vorzugsweise eine PartikelgroBe von 1 - 250 tim, 
insbesondere 1 bis 30 /zm, bevorzugt 1 bis 5 iim, auf. 
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Die Einrichtungen 5 und 6 bestehen vorzugsweise aus ge- 
sintertem Glas (Fritten) oder Membranen aus Kunststoff , 
wie Polyethylen, PTFE, Polypropylen, Glas, Keramik, Nylon 
oder ein Vlies aus Polypropylen, Poylethylen, Nylon. Die 
Porositat der Einrichtungen 5, 6 betragt vorzugsweise 10 
bis 500 ;zm. 

Eine weitere bevorzugte Ausfuhrung*sform der erfindungsge- 
maflen Vorrichtung zeigt die Figur 2. Dort ist das erste 
Material 10 und das zweite Material 11 so im Hohlkorper 1 
angeordnet, dafl die Materialien 10, 11 direkt aneinander- 
grenzen und zwar in getrennten Schichten, die gemeinsam 
von den Fixiereinrichtungen 5, 6 gehalten werden. Vor- 
zugsweise Jcann das Material durch eine Trenneinrichtung 
13 getrennt werden, wobei die Trenneinrichtung 13 eine 
porose scheibe, vorzugsweise aus gesintertem Glas, oder 
eine Kunststoffmembran, oder Gewebe, vorzugsweise aus 
Nylon, ist. 

Die Figur 3 zeigt eine weitere bevorzugte Aus fuhrungs form 
der erf indungsgemaflen Vorrichtung, wobei das zweite Ma- 
terial 11 in dem einen Kanal bildenden AuslaB 18 zwischen 
den Fixiereinrichtungen 5, 15 fixiert ist. Die einen 
Kanal bildende Auslafloffnung 18 weist, einen geringeren 
Querschnitt als der Hohlkorper 1 auf und mundet vorzugs- 
weise in einem Kanal 18a, dessen Querschnitt geringer als 
derjenige des Kanals 18 ist. Das erste Material 10 be- 
findet sich im Lumen des Hohlkorpers 1 im Bereich des 
grofleren Durchmessers und ist durch die Einrichtung 6, 16 
fixiert. Es Jcann dabei vorteilhaft sein, das erste und 
zweite Material 10, 11 aneinandergrenzen zu lassen, so 
dafl diese nur durch eine gemeinsame Einrichtung 17 ge- 
trennt sind (siehe Figur 4) . 

Die Figur 5 beschreibt eine weitere bevorzugte Ausfuh- 
rungsform der erf indungsgemaflen Vorrichtung, die im Hohl- 
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korper neben den Schichten aus einem ersten und 2weiten 
Material 10 , 11 eine weitere Schicht 12 auf weist , die 
uber dem ersten Material 10 angeordnet ist. Die Schicht 
12 ist als mechanische Filtereinrichtung ausgebildet . 
Vorzugsweise ist die dritte Schicht 12 ein asyrometrischer 
Filter, wobei die PorengroBen des Filters in FlieBrichtung 
der Probe, also von Zufuhrungsof fnung 7 2ur AuslaBdf fnung 
8 bzw* 18, abnimmt. Damit konnen auch noch in der Probe 
bef indliche Zelltrummer entfernt werden, ohne daB die 
Gefahr einer Verstopfung der Vorrichtung besteht. 

Die Materialien 10 und 11 konnen in samtlichen Ausfiih- 
rungsformen der erf indungsgemaBen Vorrichtung entweder 
pulverformig und/oder als Presskdrper ausgebildet sein. 
Wenn die Materialien 10, 11 in Partikelform vorliegen, 
kann es empfehlenswert sein, diese in einem Tragernetz 
aus inerten Kunststoffen einzubetten, so daB die Schich- 
ten in Form einer Membran vorliegen gemaB US-PS 4,810,381 
und US-PS 4,699,717 sowie in der DE 41 27 276 vorgeschla- 
gen. Das Tragernetz kann aus Teflon bestehen. 

Die Figur 6 beschreibt eine weitere bevorzugte Ausfiih- 
rungsform der erf indungsgemaBen Vorrichtung, wobei acht 
einzelne, getrennte Vorxichtungen gemaB Figur 2 anein- 
andergren2en und eine Achtereinheit bilden. Der Vorteil 
dieser Aus fuhrungs form, die mit jeder der in 1 - 5 be- 
schriebenen Einzelformen durchfuhrbar ist, liegt in der 
parallelen Preparation von 8 Proben tmter Zuhilfenahme 
von Mehrkanalpipetten. Diese Form kann auch 12 mal an- 
einandergesetz t hergestellt werden , wobei 9 6 Proben 
prozessierbar werden. Der grofle Vorteil ist dann gegeben, 
wenn das international standardisierte Mikrotiter-Format 
verwendet wird. 

Die Figur 7 beschreibt eine Vorrichtung , die in einem 
zylindrischen Hohlkorper 1 mit Einlaflof fnung 7 und Aus- 
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lafloffnung 8 ein Anionenaustauschermaterial 10 zwischen 
zwei Einrichtungen 6 und 5 fixiert enthalt. Darauf ist 
aufgesteckt ein weiterer zylindrischer Hohlkorper in 
dessen Lumen verschiedene Filterschichten angeordnet 
sind. Die Filterschichten 20, 21, 22 konnen aus ge- 
sintertem Polyethylen, Polypropylen, PTFE, Glas, Silica- 
gel, Aluminiumoxid oder geschutteten Diatomenerde, z. B. 
CeU.it oder Silicagel bestehen. Aber auch verwebtes, ver- 
klebtes Vlies in Form von Polypropylen, Polyester, Glas- 
fasern und Silica kommen in Betracht. Die Porositat der 
einzelnen Schichten betragt vorzugsweise 15 Mm bis 500 Mm 
in einer Dicke von 0,1 mm bis 10 mm. Die PorengroBe der 
Filterschicht wird, in FlieBrichtung gesehen, von Schicht 
zu schicht geringer. In einer typischen Ausfuhrungsform 
betragt die GroBe der Poren in der Schicht 20 etwa 100 
bis 300 Mm, in der Schicht 21 30 bis 100 Mm und in der 
dritten Filterschicht 5 bis 30 Mm. 

Die Figur 8 zeigt eine weitere bevorzugte Ausfuhrungsform 
der vorrichtung nach Figur 7, wobei als, in FlieBrichtung 
gesehen, oberste Filterschicht 23 eine hydrophobe Schicht 
eingesetzt wird. Die hydrophobe Trennschicht 23 
verhindert die unerwunschte Penetration des rohen 
Zell-Lysats in die Filterschicht vor Beginn der 
eigentiichen Filtration. Die hydrophobe Trennschicht 23 
besteht vorzugsweise aus versponnenem oder gesintertem 
Polypropylen, Polyethylen, Polyester oder 
Polytetrafluoroetylen(PTFE)-Fasern, in einer Porositat 
von 10 Mm bis 500 Mm und vorzugsweise eine Dicke von 0,1 
bis 5 mm. 

Die Figur 9 beschreibt eine Filtrationsvorrichtung, die 
ahnlich aufgebaut ist, wie die in den Figuren 7 und 8 
beschriebenen, mit dem Unterschied, daB verschiedene 
Filterschichten mit abnehmender PorengroBe in einer 
einzigen Filterschicht 12 mit kontinuierlich abnehmender 
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PorengroBe verbunden sind. Die asymmetrische Filterschicht 
12 ist vorzugsweise mit einer hydrophoben Filterschicht 
23 am oberen Ende, in FlieBrichtung gesehen, versehen. 
Die asymmetrische Filterschicht 12 besteht vorzugsweise 
aus versponnenem Polypropylen Oder Polyesterf asern ; 
kommerziell erhaltlich sind Profile, beispielsweise von 
Pall Filtertechnik, Dreieich, Frankfurt, mit Porositats- 
abstufungen von 500 bis 50 tim, 100 bis 10 nm, 50 bis 5 Mm 
sowie 10 bis 0,1 Mm. Die Dicke der asymmetrischen Filter- 
schicht sollte vorzugsweise 1 mm bis 10 mm betragen. 

Die Figur 10 beschreibt Filtrationseinrichtungen zur Ab- 
trennung von Nukleinsauren im erf indungsgemaBen Sinne 
wobei auf die Filterkonf igurationen der Figur 9 zuriick- 
gegrif fen wird und wobei eine asymmetrische Filterschicht 
mit einer hydrophoben Filterschicht 23 versehen ist. Im 
Hohlkdrper 1 befindet sich anstelle des Anionenaus- 
tauschers 10 ein mineralischer Trager 11 , der in der Lage 
ist, Nukleinsauren in hochkonzentrierten Salzlosungen zu 
adsorbieren. 

Die Figur 11 beschreibt eine Konfiguration in einer Ver- 
bindung der Figuren 9 und 10. Dabei wird der Vorrichtung, 
die in Figur 2 beschrieben wird, lediglich ein Filterauf- 
satz bestehend aus einem asymmetrischen Filter 12 und 
einer hydrophoben Filterschicht 23 zugeordnet etwa durch 
Einstecken einer entsprechend ausgebildeten Kartusche. 

Samtliche Einzelvorrichtungen, die in den Figuren 1 bis 5 
und 7 bis 11 naher beschrieben worden sind, lassen sich 
in einem Mikrot iter strei fen bestehend aus 8 aneinanderge- 
setzten Einzelvorrichtungen anordnen. Beispielhaft ist 
dies nocheinmal in den Figuren 12 bis 14 dargestellt. 

Die Figur 12 zeigt eine Filtrationsvorrichtung mit An- 
ionenaustauscher wobei ein Mikrotiterstrip oder eine 
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Mikrotiterplatte mit 8 bzw. 8 x 12 Vertiefungen. In der 
Vorrichtung gemafl Abbildung 12 befindet sich eine 
asymmetrische Filtrationseinrichtung in einer aufsteck- 
baren Kartusche auf dem zylindrischen Hohlkorper 1, der 
eine Anionenaustauscherschicht zwischen den Einrichtungen 
5, 6 fixiert enthalt. 

Die Figur 13 betrifft eine Filtrationsvorrichtung , die 
anstelle des Anionenaustauschermaterials ein. mineralisches 
Tragermaterial besitzt, welches in der Lage ist, Nuklein- 
sauren in hohen Salzkonzentrationen zu adsorbieren. Vor- 
zugsweise befindet sich eine Silicagelschicht 11 angeord- 
net zwischen zwei Einrichtungen 5 und 6. 

Die Figur 14 zeigt eine Kombination der Anordnung gemaB 
Figur 2 sowie einer asymmetrischen Filterschicht nit 
hydrophober Filterschicht, die uber dem Hohlkorper 1, in 
FlieBrichtung der Probe gesehen, angeordnet ist. 

Die erfindungsgemaBe Vorrichtung, insbesondere die in 
Figur 3 oder 4 naher eriauterte Vorrichtungen, sind be- 
sonders vorteilhaft, das die Elution der Nukleinsaure aus 
dem zweiten Material 11 mit nur sehr geringen Flussig- 
keitsmengen gewahrleistet. 

Der DurchfluB der Probe durch die erfindungsgemaBe Vor- 
richtung wird grundsatzlich durch die Schwerkraft be- 
wirkt, jedoch kann zur Beschleunigung der Reinigung und 
Trennung der Nukleinsauren ein ©berdruck an der offnung 7 
bzw. ein Dnterdruck an der dffnung 8 bzw. 18 angelegt 
werden. Eine weitere bevorzugte Aus fuhrungs form der er- 
f indungsgemaflen Vorrichtung verwendet als asymmetrische 
Filter solche aus gesintertem Glas mit abnehmender Poren- 
groBe oder ubereinandergeschichtete Kunststoffmembranen 
mit abnehmender PorengroBe in FlieBrichtung der Probe 
durch den Hohlkorper. 
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Nukleinsauren aus Zellen und anderen Quellen konnen ohne 
Zentrifugation, Phenol/Chloroform-Extraktion und ohne 
Alkoholfallung erhalten werden, wobei die Nukleinsaure am 
Ende des Verfahrens in konzentrierter Form in Wasser Oder 
Puffer niedriger Salzkonzentration vorliegt und somit 
direkt fur anschlieBende enzymatische Reaktionen einsetz- 
bar ist. Ein weiterer Vorteil besteht darin, daB der Ein- 
satz von teuren Laboreinrichtungen vermieden werden kann. 
Die Elution kann beispielsweise durch Schwerkraft bewirkt 
werden und mufl nicht mittels sogenannter HPLC-Gerate 
durchgefuhrt werden* 

Die Herstellung einer Silicagel-Anionenaustauscher/- 
Silicagel-Extraktions-Saule erfolgt vorzugsweise dadurch, 
dafl ein Polypropylen-GefaB passend in ein handelsubliches 
1,5 ml ZentrifugengefaB, unten mit einer 50 jim Poly- 
ethylen-Fritte (porose Filterschicht aus Polyethylen, 1,5 
mm dick) verschlossen wird und mit 50 mg Silicagel 
(Lichrosphere Si 100, 16 - 24 /oa; Merck, Darmstadt, FRG) 
uberschichtet. Diese Silicagelschicht wird mit einer 
zweiten porosen Polyethylen-Fritte verschlossen und die 
zweite Fritte mit 100 mg Silicagel-Anionenaustauscher 
(Qiagen, Fa. Diagen, Dusseldorf, FRG) , PartikelgroBe 16 
bis 23 pirn uberschichtet und abschlieBend mit einer 
dritten porosen Polyethylen-Fritte verschlossen. 

Die Herstellung einer Agarose-Anionaustauscher/Silicagel- 
Extraktions-Saule eyfolgt vorzugsweise dadurch, daB ein 
Polypropylen-GefaB unten mit einer 50 Polyethylen- 
Fritte (porose Filterschicht aus PE; 1,5 mm dick) ver- 
schlossen und mit 50 mg Silicagel (Lichrosphere Si 100, 
16 • 24 txm) uberschichtet wird. Diese Silicagelschicht 
wird mit einer zweiten Polyethylen-Fritte verschlossen 
und die zweite Fritte mit 0,5 ml DEAE-Sepharose FF (Fa. 
Pharmacia, Freiburg, FRG), PartikelgroBe 45 - 165 uber- 
schichtet und abschlieBend mit einer dritten porosen Poly- 
ethylen-Fritte verschlossen. 
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Die Herstellung einer Anionenaustauscher-Membrane/Silica- 
gel-Membran-Extraktions-Saule nach Figur 3 erfolgt vor- 
zugsweise dadurch, daB in ein Polypropylen-GefaB auf eine 
Polyethylen-Fritte eine 1 mm dicke Empore Silicagelmem- 
brane (3) (3M Corp. St. Paul, MM, USA), ein 0,2 mm dickes 
Polypropylen-Vlies und 1 mm dicke Anionenaustauscher- 
Membrane bestehen aus 16 - 23 pm Qiagen Anionenaustauscher 
Partikel (Diagen GmbH, Dusseldorf, FRG) plaziert wird. 

Die Herstellung einer Anionenaustauscher/Silicagel-Mikro- 
titerstreifen-Extrations-Saule erfolgt wie beschrieben: 
Ein Mikrotiterstreifen mit 8 oder 96 Positionen wird mit 
einer DEAE.Silicagel-Membrane und einer Silicagel-Membrane 
gefullt. In eine Bohrung eines Mikrotiterstreifens werden 
eine 0,75 mm dicke Silicagelmembrane, hergestellt aus 
Sident 9 Silicagelpartikeln (fa. Degussa, Frankfurt, 
FRG), eine 0,2 mm dicke Polypropylen-Vlies-Schicht und 
eine 0,8 mm dicke Anionenaustauscher-Membrane hergestellt 
aus Qiagen, 16 - 23 nm (Fa. Diagen, Dusseldorf, FRG) 
eingepaBt. 

Die Erfindung wird anhand der folgenden Beispiele weiter 
erlautert. 

Beistaiel 1 

Preparation von Plasmid DNA 

Eine 100 ml Kultur in LB-Ampicillin Medium mit pUC 18 
transformierten HB 101 E. coli Zellen wird 10 Minuten bei 
5.000g zentrifugiert. Das Zellpellet wird in 10 ml 50 ml 
Tris-HCl, 10 mM EDTA, pH 8,0, 100 iig/vtl RNAse A resuspen- 
diert. 

Urn die Zelle zu lysieren werden 10 ml 0,2 M NaOH, 1% SDS 
werden zur Zellsuspension gegeben, vorsichtig gemischt 
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und 5 Minuten bei Raumtemperatur stehen gelassen. Danach 
wird mit 10 ml 3M K-Acetat, 2 M Essigsaure neutral isiert, 
gemischt und 15 Minuten auf Eis inkubiert. Das Lysat wird 
30 Minuten bei 15.000 g zentrifugiert und der uberstand 
vorsichtig abgehoben. 1 ml klares Zell-Lysat wird auf 
eine DEAE-Anionenaustauscher/Silicagel-Zentrifugations- 
Extraktions-Saule pipettiert und die Probe durch die Aus- 
tauscherschicht 1 Minute bei 2.500 g zentrifugiert. Die 
Extraktionssaule wird mit 0,8 ml 1 M NaCl, 15% Ethanol, 
50 mM MOPS, pH 7,0 und mit 15% Ethanol, 10 mM Na-Acetat 
pH 7,0, 0,8 ml 1 M NaCl0 4 gewaschen, urn RNA und Proteine 
zu entfernen. Die DNA wird mit 7 M NaC10 4 , 15%. Ethanol, 
10 mM Na-Acetat, pH 7,0 eluiert und dabei direkt an die 
Silicagel-Schicht gebunden. Die Extraktionssaule wird mit 
0,8 ml 70% Ethanol, lOOmM NaCl, 10 mM Na-Acetat pH 7,0 
und mit 0,8 ml 90% Ethanol/Wasser gewaschen. Spuren ah 
EtOH warden eventuell durch eine weitere Zentrifugation 
entfernt. Anschlieflend wird die DNA mit 50 m1 10 mM 
Tris-HCl, 1 mM EDTA, pK 8,0 durch Zentrifugieren eluiert 
und in neuen 1,5 ml Rcrchen aufgefangen. Die eluierte 
DNA kann dann direkt in einer enzymatischen Reaktion wie 
zum Beispiel Restriktionsspaltung, Markierung, Sequen- 
zierung Oder Aaplifikation eingesetzt werden. 

Beispiel 2 

Parallele Preparation von Plasmid DNA 

8 DEAE-Silicagel-Membrane/Silicagel-Extraktions-Saulen 
werden auf einer Vakuumkammer aufgesetzt. 8 x je 1 ml 
eines Plasmid DNA enthaltenen Zell-Lysates werden unter 
Vakuum (20 bis 750 mbar) durch die Extraktionssaulen 
gesaugt. Die Extraktionssaule wird mit 0,8 ml 1 M NaCl, 
15% Ethanol, 50 mM MOPS, pH 7,0 und mit 15% Ethanol, 10 
mM Na-Acetat pH 7,0, 0,8 ml 1 M NaCl0 4 gewaschen, urn RNA 
und Proteine zu entfernen. Die DNA wird mit 7 M NaCIO,, 
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15% Ethanol, 10 mMNa-Acetat, pH 7,0 von der Anionenaus- 
tauscher-Schicht eluiert und dabei direkt an die Siiica- 
gel-Schicht gebunden. Die Extraktionssaule wird mit 0,8 
ml 70% Ethanol, 100 mM NaCl, 10 mM Na-Acetat pH 7,0 und 
mit 0,8 ml 90% Ethanol/Wasser gewaschen. Die Proben- 
rohrchen werden zur Entfernung der hochkonzentrierten 
Salzlosung mit 0,8 ml 70% Ethanol, 100 mM NaCl, 10 mM 
Na-Acetat, pH 7,0 und 0,8 ml 90% Ethanol/Wasser ge- 
waschen. Die in der Extraktionsschicht vorhandenen 
Ethanol-H 2 0-Reste werden durch ei nDurchsaugen von 
Raumluft durch ein Vakuum fur 1 - 2 Minuten verfluchtigt. 
AnschlieBend werden die 8 Proben mit je 50 til 1 mM 
Tris-HCl, 0,1 mM EDTA, pH 8,0 eluiert. 



Beispiel 3 

Preparation von M13 Einzelstrang DNA 

1 ml M13 Phagensuspension werden mit 0,5 ml 30% PEG 6000, 
1,5 M NaCl versetzt und nach 10 Minuten Inkubation auf 
Eis 15 Minuten bei 15.000 g abzentrifugiert. Das Phagen- 
pellet wird in 0,5 ml 0,5 M Guanidin-HCl, 1% Triton X-100 
resuspendiert und 10 Minuten bei 70 «C lysiert. Das Phagen- 
lysat wird auf einer Vakuumkammer direkt durch eine 
Extraktionssaule nach Beispiel 3 gesaugt und adsorbiert. 
Die Extraktionssaule wird mit 1 ml 0,75 M NaCl, 15% 
Ethanol, 50 mM MOPS, pH 7,0, 1ml 0,75 M NaC104, 50 mM 
Tris-HCl, pH 7,0 gewaschen und mit 7 M Guanidin, 15% 
Ethanol, 50 mM Na-Acetat, pH 7,0 von der Anionenaus- 
tauscherschicht eluiert und an die Si0 2 -Schicht adsor- 
biert. 



Beispiel 4 

Preparation von genomischer DNA aus Blut 

1 ml citrat-stabilisiertes, humanes Vollblut werden zur 
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Lyse der Erythrozyten mit 1 ml 1% Saponin versetzt und 
sofort nach dem Mischen, 5 Minuten bei 2.500 g abzentri- 
fugiert. Die Leukozyten werden in 1 ml PBS~Buffer re- 
suspendiert und nochmals pellet iert. Die gewaschenen 
Leukozyten werden in 1 ml 500 mM Guanidin-HCl , 50 mM 
Tris-HCl. 10 mM EDTA, pH 8,0 resuspendiert und die Zellen 
durch Zugabe von 0,1 ml Proteinase K (10 mg/ml) 2 Stunden 
bei 50 °C lysiert. Das Leukozyten-Lysat wird sofort auf 
die Agarose/Anionenaustauscher/Silicagel/Extraktionssaule 
pipettiert und mit 1 ml 0,25 M NaCl, 10 mM Na-Acetat pH' 
7,0 und 1 ml 0,25 NaC10 4 , 10 mM Na-Acetat pH 7,0 ge- 
waschen. 1 ml citrat-stabilisiertes , humanes Vollblut 
wird unter Vakuum, durch eine Anionentauscher-Silicagel- 
Saule gesaugt. Die Leukozyten werden dabei in der Matrix 
eingefangen, wogegen die wesentlich kleineren 
Erythrozyten durch die Matrix durchwandern. Die 
Extraktionssaule wird zweimal mit 1 ml PBS-Puffer 
nachgewaschen. Die eingefangenen Leukozyten werden mit 10 
% Tween 10, 15 Minuten bei Raumtemperatur lysiert. Die 
Zellbruchstucke und Proteine werden mit zweimal 1 ml 1 M 
Guanidin-HCl, pH 7,0 ausgewaschen und die DNA mit 7M 
NaC10 4 , 50mM Na-Acetat, pH 7,0 von der Saule eluiert. 

Beispiel 5 

Preparation, Entsalzung und Konzentration von DNA im 
Mikrotiterformat 

96 x 1 ml Kulturen von Plasmid pBluescript in XL 1 Blue 
E.coli Zellen, werden im 2 x YT Medium 18 Stunden bei 
37 °C in einer Mikrotiterplatte mit 1,5 ml Vertiefungen 
(Fa. Beckmann, Munchen) kultiviert. Die Zellen werden in 
einer Mikrotiterzentrifuge fur 10 Minuten bei 2.500 g 
pelletiert. Mit einer 8-Kanal Multichanel-Pipette (Fa. 
Matrix Technologies, Lowell, MA, USA) werden je 0,25 ml 
50 mM Tris-HCl, 10 mM EDTA, 100 /ug/ml RNAglA in die 
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Mikrotiterplattenvertiefungen pipettiert und die Zellen 5 
Minuten auf einen Vibrations-Schuttler resuspendiert. 

Die Zellen werden durch die Zugabe von je 0,25 ml 0,2 M 
NaOH, 1% SDS 5 Minuten bei Raumtemperatur unter leichtem 
Schutteln lysiert. AnschlieBend werden je 0,25 ml 3 K 
K-Acetat, 2 X Esigsaure, pH 5,5 - 6,0 Neutralisations- 
puffer zugegeben, die einzelnen Napfe mit einer Kappe 
verschlossen und gemischt. Nach einer Inkubation von 10 
Minute auf Eis wird die Probe 30 Minuten bei 3.000 g 
zentrifugiert, urn die Zellbruchstucke und das prazi- 
piterte SDS zu pelletieren. Der Oberstand wir mit einer 
8-Kanal-Multichanel-Pipette vorsichtig abgehoben und in 
die 96er Mikrotiterplatte mit einer DEAE-silicagelmem- 
brane und silicagelmembrane pipettiert. Nach der Uber- 
fuhrung aller 96 Proben werden die Proben durch Anlegen 
eines Vakuums an eine Filtrierapparatur durch die Mikro- 
titerplatte gesaugt. Die DNA wird dabei an die Anionen- 
austauscher-Schicht adsorbiert, wohingegen unter diesen 
speziellen Bedingungen Proteine, RNA und Metabolite nicht 
adsorbiert werden. 

Die Extraktionssaule wird mit 0,8 ml l M NaCl, 15% Etha- 
nol, 50 mM MOPS, pH 7,0 und mit 15% Ethanol, 10 mM 
Na-Acetkt pH 7,0, 0,8 ml 1 M HaC10 4 gewaschen, urn RNA und 
Proteine zu entfernen. Die DNA wird mit 7 M NaCl0 4 , 15% 
Ethanol, 10 mM Na-Acetat, pH 7,0 eluiert und dabei direkt 
an die silicagel-Schicht gebunden. Die Extraktionssaule 
wird mit 0,0 ml 70% Ethanol, 100 mM NaCl, 10 mM Na-Acetat 
pH 7,0 und mit 0,8 ml 90% Ethanol/Wasser gewaschen. An- 
schlieBend wird die von Salz befreite DNA in konzentrier- 
ter Form mit je 50 (il 1 mM Tris-HCl, 0,1 mM EDTA, pH 8,0 
von der Silicagel-Schicht in eine weitere Mikrotiter- 
platte eluiert. 
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Die Herstellung der Zell-Lysate mit Hilfe der Zentrifu- 
gation ist ein langwieriges und aufwendiges Verfahren. 
Die Limitierung ist vor allem dann gegeben, wenn viele 
Proben routinemaBig prapariert werden miissen. Die Zentri- 
fugation hat den Nachteil, daB sie sich nicht automati- 
sieren laflt. 

Ein weiterer Gegenstand (und Verfahren) der Erfindung ist 
eine Vorrichtung und ein Verfahren zur automatischen 
Durchfuhrung des Verfahrens ohne Zentrifugation in Form 
einer Filtrationseinheit, die der eigentlichen Reinigung 
der Nukleinsaure vorgeschaltet ist. 

Dabei wird die Probe nach bekannter Weise mit Proteina- 
se^ Detergentien und/oder Temperatur oder Alkali 
lysiert. Dieses rohe Lysat wird direkt auf den Filtra- 
tionsaufsatz dekantiert, uberfiihrt oder pipettiert. Die 
Filterschicht des Filtrationsauf satzes ist so aufgebaut, 
daB ein Verstopfen der Filter durch die Zelltrununer, aus- 
gefallene Proteine oder Detergentien vermieden wird. Das 
Zell-Lysat wird durch die Filterschicht mit einem Stempel 
oder Uberdruck durchgedruckt oder unter Anlegen eines 
Vakuums durchgesaugt. Dabei werden alle ungelosten Be- 
standteile zuruckgehalten und das klare Lysat tropft 
direkt auf die Adsorptionsschicht. Durch die Wahl der 
geeigneten Adsorptionsbedingungen wird die Nukleinsaure 
an der Adsorptionsschicht adsorbiert. Die Filtrations- 
einheit mit dem Filterkuchen wird von der Adsorptions- 
einheit abgetrennt und/oder verworfen und fur die Analyse 
des Filterkuchens aufgehoben. Die Adsorptionseinheit wird 
mit geeigneten Losungsmitteln oder Puffern nachgewaschen, 
urn xanerwunschte Bestandteile zu entfernen und die er- 
wunschte Probe wird zum SchluB mit einem geeigneten 
Elutionsmittel eluiert. 
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Beispielsweise laBt sich nach dem erf indungsgemaBen Ver- 
fahren Plasmid DNA ohne eine Klar-Zentrifugation in einer 
Kuhlzentrifuge praparieren. 96 x 1 ml Kulturen von Plas- 
mid pBluescript in XLl Blue E.coli Zellen, werden im 2 x 
YT Medium 18 Stunden bei 37 'C in einer Mikrotiterplatte 
mit 1,5 ml Vertiefungen (Fa. Beckmann, Munchen) kulti- 
viert. Die zellen werden in einer Mikrotiterzentrifuge 
fur 10 Minuten bei 2.500 g pelletiert. 

Mit einer 8-Kanal Multichanel-Pipette (Fa. Matrix Tech- 
nologies, Lowell, MA, USA) werden je 0,25 ml 50 mM. Tris- 
HC1, 10 mM EDTA, 100 ng/nl RNAglA in die Mikrotiterver- 
tiefungen pipettiert und die Zellen 5 Minuten auf einem 
Vibrations-Schuttler resuspendiert. Die resuspendierten 
Zellen werden in das Probenreservoir des Filtrationsauf- 
satezs uberfuhrt und mit 0,25 ml 0,2 M NaOH/1% SDS ver- 
setzt. Die Probe wird 5 Minuten auf einen Vibrations- 
schuttler geschuttet oder mit einem Stopfen oder einer 
Klebefolie verschlossen und gemisclit, oder durch mehr- 
maliges Auf- und Abpipettieren gemischt. 

Nach 5 Minuten Inkubation bei Raumtemperatur zur Lyse 
wird zur Neutralisation der NaOH und Prazipitation des 
SDS 0,25 ml 3M K-Acetat, 2 M Essigsaure zugegeben und 
nach einem der oben beschriebenen Verfahren gemischt. 
Dieses rohe Zell-Lysat wird nun statt einer Zentrifu- 
gation auf einer Vakuumkammer bei 10 mbar - 800 mbar 
Vakuum durch die Filtrationsschicht gesaugt. Eine 
asymmetrische oder eine stufenweise Porositat im Bereich 
200 ^m bis 5 Mm aufweisende Filter schicht mit einer Dicke 
von 2 - 10 mm halt die Zellbruchstucke und anderen un- 
gelosten bzw. prazipitierten Bestandteile zuruck ohne zu 
verstopfen. Das Plasmid DNA enthaltende, klare Zell-Lysat 
tropft durch die Filterschicht auf die Adsorptionsschicht 
(Anionenaustauscher oder Silicagel) und die DNA wird ad- 
sorbiert, wogegen Proteine, RNA und andere zellulare 
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Metabolite unter den gegebenen Salzbedingungen nicht 
binden. Die Filtration ist nach ca 10 bis 60 Sekunden 
beendet. Der Filterauf satz wird abgenommen und zusammen 
mit dem Filterkuchen verworfen. 

Die gebundene DNA wird mit 1 ml 1 M NaCl, 15% Ethanol, 50 
mM Tris-HCl pH 7,0 und 2 mal mit 1 ml 1,5 M NaCl0 4/ 10 mM 
Na-Acetat, pH 6,5 gewaschen und mit 7 M NaC10 4 , 15% 
Ethanol, 50 mM Tris-HCl, pH 7,0 von Anionenaustauscher 
eluiert und nach Passieren der Trennschicht aus einem 
Nylonnetz Oder PP-Vlies unter den hohen Salzkonzentra- 
tionen sofort an die Silicagelschicht gebunden. Dabei 
binden die Proteine und RNA bei 1 M - 2 M NaClO, nicht an 
die Silicagelschicht und werden ausgewaschen. Die Silica- 
gelschicht wird zum Entfernen der rest lichen Spuren an 
Proteinen mit 1 ml 7 M Guanidin HC1, 10 mM Na-Acetat, pH 
7,0 gewaschen* Die Hochsalzlosung an 7 M NaC10 4 wird 
zweickmafligerweise mit 1 ml 70% EtOH, 100 mM NaCl, 10 mM 
Na-Acetat, pH 7,0 und 1 ml 90% Ethanol/Wasser oder 1 ml 
90% Aceton/Wasser ausgewaschen. Nach dem Trocknen wir die 
Plasmid DNA salzfrei und inkonzentrierter Form mit 50 *il 
1 mM Tris-HCl, 0,1 mM EDTA, pH 8,5 eluiert. 

Auf diese Weise laflt sich die Plasmid DNA in kurzester 
Zeit ohne Zentrifugation, Phenol/Chloroform-Extraktion 
und ohne Alkoholfallung mit einer Ausbeute von 50% bis 
80% inkonzentrierter Form isolieren. Bei der Verwendung 
einer beschriebenen Mikrotiterplattenversion lassen sich 
96 Plasmid-Minipreps von 1 - 2 ml E.coli Kulturen mit 
einer Ausbeute von 1 - 10 nm DNA in ca. 60 Minuten 
praparieren von einer Person. Die bisher bekannten 
Verfahren benotigen dazu 6 bis 12 Stunden. 

Beisplel 6 

Plasmid Miniprep mit einer Vorrichtung nach Figur 7 



ERSAT2BLATT 



WO 93/11221 




PCT/EP92/02775 



- 28 - 



Eine 1,5 ml XL Blue E.coli Kultur mit pUC 18 Plasmid DNA 
in LB-Medium wird 5 Minuten bei 10.000 g zentrifugiert, 
um die Zellen zu pelletieren. Das Zell-Pellet wird in 
0,25 ml 50 ml Tris-HCl, 10 mM EDTA, pH 8,0, 100 ng/ml 
RNAse A resuspendiert. Zur Zell-Lyse werden 0,25 ml 0,2 M 
NaOH, 1% SDS werden zur Zellsuspension gegeben, vorsichtig 
gemischt und 5 Minuten bei Raumtemperatur stehen gelassen. 
Danach wird 0,25 ml 3M K-Acetat, 2 M Essigsaure zur Neu- 
tralisation zugegeben, gemischt und 15 Minuten auf Eis 
inkubiert. Das Lysat wird in die Filtrationsvorrichtung 
nach Figur 7 uberfuhrt. Die ganze Vorrichtung wird auf 
eine Vakuum-Kammer aufgesetzt und das Zell-Lysat mit 20 
mbar - 800 mbar durch die Vorrichtung gesaugt. Alternativ 
kann die Probe mit einem Kolbenstempel oder Uberdruck 
durch die Filtrationsschichten gedruckt werden. Nach der 
Filtration wird die Filtrationsvorrichtung abgenommen und 
der Filterkuchen mit den Zellbrucstucken, den denaturier- 
ten Proteinen und dem ausgefallenen SDS verworfen. 

Die Extraktionssaule wird 2 mal mit 0,8 ml 1 M NaCl, 15% 
Ethanol, 50 mM MOPS, pH 7,0 gewaschen, um UNA und Proteine 
zu entfernen.Die DNA wird mit 1 ml 1,25 M NaCl, 15% 
Ethanol, 50 mM Tris-HCl, pH 8,5 eluiert. Die eluierte DNA 
wird zur Entsalzung und zur Konzentrierung mit Alkohol 
gefallt und das Alkohol-Pellet durch eine Zentrifugation 
pellet iert. 

Beispiel 7 

Preparation von Plasmid DNA mit einer Vorrichtung nach 
Figur 8 

Eine 1,5 ml XL Blue E.coli Kultur mit pTC 18 Plasmid DNA 
in LB-Medium wird 5 Minuten bei 10.000 g zentrifugiert, 
um die Zellen zu pelletieren. Das Zell-Pellet wird in 
0,25 ml 50 ml Tris-HCl, 10 mM EDTA, pH 8,0, 100 /xg/ml 
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RNAse A resuspendiert und in die Filtrationsvorrichtung 
uberfuhrt. Zur Zell-Lyse werden 0,25 xal 0,2 M NaOH, 1% 
SDS zur Zellsuspension in die Filtrationsvorrichtung nach 
Figur 8 gegeben, die Vorrichtung mit einem Stopfen oder 
einer Klebefolie verschlossen, vorsichtig gemischt und 5 
Minuten bei Raumtemperatur stehen gelassen. Danach wird 
0,25 ml 3 M K-Acetat, 2 M Essigsaure zur Neutralisation 
zugegeben, gemischt und 15 Minuten auf Eis inkubiert. Die 
ganze Vorrichtung wird auf eine Vakuum-Kammer aufgesetzt 
und das Zell-Lysat mit 20 mbar - 800 mbar durch die Vor- 
richtung gesaugt. Alternativ kann die Probe mit einem 
Kolbenstempel oder Uberdruck durch die Filtrations- 
schichten gedruckt werden. Nach der Filtration wird die 
Filtrationsvorrichtung abgenommen und der Filterkuchen 
mit den Zellbruchstucken, den denaturierten Proteinen und 
dem ausgef allenen SDS verworf en • Die Extraktionssaule 
wird 2 mal mit 0,8 ml 1 M NaCl, 15% Ethanol, 50 mM MOPS, 
pH 7,0 gewaschen, um RNA und Proteine zu entfemen. Die 
DNA wird mit 1 ml 1,25 M NaCl, 15% Ethanol, 50 mM 
Tris-HCl, pH 8,5 eluiert. Die eluierte DNA wird zur 
Entsaltzung und zur Konzentrierung mit Alkohol gefallt 
und das Alkohol-Pellet durch eine Zentrifugation 
pelletiert. 

Beispiel 8 

Preparation von Plasmid DNA an einer Silicagel-Schicht 
mit einer Vorrichtung nach Figur 10 

Eine 1,5 ml XL Blue E.coli Kultur mit pUC 18 Plasmid DNA 
in LB-Medium wird 5 Minuten bei 10.000 g zentrifugiert, 
um die Zellen zu pelletieren. Das Zell-Pellet wird in 
0,25 ml 50 ml Tris-HCl, 10 m MEDTA, pH 8,0, 100 /ig/ml 
RNAse A resuspendiert und in die Filtrationsvorrichtung 
nach Figur 10 uberfuhrt. Zur Zell-Lyse werden 0,25 ml 0,2 
M NaOH, 1% SDS zur Zellsuspension in die Filtrationsvor- 
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richtung gegeben, die Vorrichtung mit einem Stopfen oder 
einerKLebefolie verschlossen, vorsichtig gemischt und 5 
Minuten bei Raumtemperatur stehen gelasen. Danach wird 
0,5 ml 5 f 5 M Guanidin-HCl, 0,25 M K-Acetat, pH 5,5 zur 
Neutralisation zugegeben, gemischt und 15 Minuten auf Eis 
inkubiert. Die ganze Vorrichtung nach Abb. 10 wird auf 
eine Vakuum-Kammer aufgesetzt und das Zell-Lysat mit 20 
mbar - 800 mbar durch die Vorrichtung gesaugt. Altemativ 
kann die Probe mit einem Kolbenstempfel oder tfberdruck 
durch die Filtrationsschicht abgenommen und der Filter- 
kuchen mit den Zellbruchstucken, den denaturierten Pro- 
teinen und dem ausgefallenen SDS verworfen. Die Ex- 
traktionssaule wird 2 mal mit 1 ml 7 M NaCl0 4 , 10 mM 
Na-Acetat, pH 7,0 gewaschen und mit 0 r 8 ml 90% 
Ethanol/Wasser gewaschen und die Ethanolspuren durchge- 
saugt. Zum SchluB wird die DNA mit 50 til 10 mM Tris-HCl, 
1 mM EDTA, pH 8,0 eluiert und in neuen 1,5 ml Rohrchen 
aufgefangen. 

Die eluierte DNA kann direkt in einer enzymatischen 
Reaktion wie zum Beispiel Restriktionsspaltung, Markie- 
rung, Seguenzierung oder Amplifikation eingesetzt werden. 

Beispiel 9 

Preparation von 8 x Plasmid DNA in einem Mikrotiter- 
streifen 

8 mal 1,5 ml XL Blue E.coli Kulturen mit pUC 18 Plasmid 
DNA in LB-Medium werden 5 Minuten bei 10.000 g zentri- 
fugiert, urn die Zellen zu pelletieren. Die Zell-Pellets 
werden in 0,25 ml 50 ml Tris-HCl, 10 m MEDTA, pH 8,0, 100 
ixg/ml RNAse A resuspendiert und in die vorrichtung nach 
Figur 14 uberfuhrt. Zur Zell-Lyse werden 0,25 ml 0,2 M 
NaOH, 1% SDS zur Zellsuspension in die Filtrationsvor- 
richtung gegeben, die Vorrichtung mit einem Stopfen oder 
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einer Klebefolie verschlossen, vorsichtig gemischt und 5 
Minuten bei Raumtemperatur stehen gelassen. Danach wird 
0,25 ml 3 M K-Acetat, 2 M Essigsaure zur Neutralisation 
zugegeben, gemischt uhd 15 Minuten auf Eis inkubiert. Die 
ganze Vorrichtung wird auf eine Vakuum-Kammer aufgesetzt 
und das Zell-Lysat mit 20mbar - 800 mbar durch die Vor- 
richtung esaugt. Alternativ kann die Probe mit Uberdruck 
durch die Filtrationsschichten gedriickt werden. Nach der 
Filtration wird die Filtrationsvorrichtung abgenommen und 
der Filter kuchen mit den Zellbruchstucken, den dana- 
turierten Proteinen und dem ausgefallenen SDS verworfen. 
Die Extraktionssaule wird mit 0,8 ml 1 M NaCl, 15% 
Ethanol, 50 mM MOPS, pH 7,0 und mit 0,8 ml 1 M NaC10 4 , 
15% Ethanol, 10 mM Na-Acetat pH 7,0 gewaschen, urn RNA und 
Proteine zu entfernen. Die DNA wird mit 7 M NAC10,, 15% 
Ethanol, 10 mM Na-Acetat, pH 7,0 von der Anionenaus- 
tauscher-Schicht 10 eluiert und dabei direkt an die 
Silicagel-Schicht 11 gebunden. Die Extraktionssaule wird 
mit 0,8 ml 70% Ethanol, 100 mM NaCl, 10 mM Na-Acetat pH 
7,0 und mit 0,8 ml 90% Ethanol/Wasser gewaschen. Die in 
der Extraktionsschicht vorhandenen Ethanol-H 2 0-Reste 
werden durch ein Durchsaugen von Raumluft durch ein 
Vakuum fur 1-2 Minuten verfluchtigt. Anschlieflend 
werden die 8 Proben mit je 50 til 1 mM Tris-HCl, 0,1 mM 
EDTA, pH 8,0 eluiert. 

Beispiel 10 

Preparation von 8 x l ml M13 DNA mit einer Vorrichtung 
nach Figur 13 

8 x 1 ml M13 Phagensuspension werden mit 0,5 ml 30% PEG 
6000, 1,5 M NaCl versetzt und 10 Minuten auf Eis inku- 
biert. Die Proben werden auf eine Vorrichtung nach Abb. 
13 uberfuhrt und das Phagenlysat wird auf einer Vakuum- 
kammer direkt durch eine Vorrichtung nach Figur 13 
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gesaugt und filtriert. Das Phagenpellet wird durch das 
Durchsaugen von 7M Guanidin-HCl , pH 7,0 lysiert und die 
DNA gleichzeitig an die Silicagelschicht 11 adsprbiert. 
Die Extraktionssaule wird 2 mal mit 1 ml 7 M Guanidin-HCl, 
10 mM Na-Acetat, pH 7,0 gewaschen,um Proteine zu ent- 
fernen. Die Extraktionssaule wird mit 0,0 ml 70% Ethanol, 
100 mM NaCl, 10 mM Na-Acetat pH 7,0 und mit 0,8 ml 70% 
Ethanol, 100 mM NaCl, 100 mM Na-Acetat pH 7,0 und mit 0,8 
ml 90% Ethanol/Wasser gewaschen und fur 1 - 2 Minuten 
Luft durchgesaugt. Zum Schlufl wird die DNA mit 50 nl 10 
mM Tris-HCl, 1 mM EDTA, pH 8,0 eluiert und in neuen 1,5 
ml Rohrchen aufgefangen. 

Die eluierte DNA kann direkt in einer enzymatischen 
Reaction wie zum Beispiel Restriktionsspaltung, Mar- 
kierung, Seguenzierung oder Amplifiation eingesetzt 
werden. 



Beispiel 11 

Preparation von 8 x 12 Plasmid DNA mit einer Vorrichtung 
nach Figur 14 

96 mal 1,5 ml XL Blue E.coli Kulturen mit pUC 18 Plasmid 
DNA in LB-Medium werden 5 Minuten bei 2.500 g zentrifu- 
giert, urn die Zellen zu pelletieren. Die Zell-Pellets 
werden in 0,25 ml 50 ml Tris-HCl, 10 m MEDTA, pH 8,0, 100 
jig/ml RNAse A resuspendiert und in die Vorrichtung mit 
einem Stopfen oder einer Klebefolie verschlossen, vor- 
sichtig gemischt und 5 Minuten bei Raumtemperatur stehen 
gelassen. Danach wird 0,25 ml 3 M K-Acetat 2 M Essigsaure 
zur Neutralisation zugegeben, gemischt und 15 Minuten auf 
Eis inkubiert. Die ganze Vorrichtung wird auf eine Vakuum- 
Kammer aufgesetzt und das Zell-Lysat mit 20 mbar - 800 
mbar durch die Vorrichtung gesaugt. Alternativ kann die 
Probe mit tfberdruck durch die Filtrationsschichten ge- 
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druckt werden. Nach der Filtration wird die Filtrations- 
vorrichtung abgenommen und der Filterkuchen mit den Zell- 
bruchstucken, den denaturierten Proteinen und dem ausge- 
fallenen SDS verworfen. Die Extraktionssaule wird 0,8 ml 
1 M NaCI, 15% Ethanol, 50 mM MOPS, pH 7,0 und mit 0,8 ml 
1 M NaCl0 4 , 15% Ethanol, 10 mM Na-Acetat pH 7,0 ge- 
waschen, urn RNA und Proteine zu entfernen. Die DNA wird 
mit 7 M NaC10 4 , 15% Ethanol, 10 mM Na-Acetat, pH 7,0 von 
der Anionenaustauscher-Schicht 10 eluiert und dabei direkt 
an die Silicagel-Schicht 11 gebunden. Die Extraktionssaule 
wird mit 0,8 ml 70% Ethanol, 100 mM NaCl, 10 mM Na-Acetat 
pH 7,0 und mit 0,8 ml 90% Ethanol/Wasser gewaschen. 

Die in der Extraktionsschicht vorhandenen Ethanol-H 2 0- 
Reste werden durch ein Durchsaugen von Raumluft durch ein 
Vakuum fur 1-2 Minuten verfluchtigt. Anschlieflend wer- 
den die 96 Proben mit je 50 /il 1 mM Tris-HCl, 0,1 mM EDTA 
pH 8,0 eluiert und in neuen 1,5 ml Rohrchen aufgefangen. 
Die eluierte DNA kann direkt in einer enzymatischen 
Reaktion, wie zum Beispiel Restriktionsspaltung, Markie- 
rung, Sequenzierung oder Amplifikation eingesetzt werden. 

Beispiel 12 

Preparation von Plasmid-DNA ohne Konditionierung 

Eine 3 ml Kultur in LB-Ampicillin-Medium mit pUC 18 trans- 
formierten HB 101 E. coli Zellen wird 10 Minuten bei 
5.000 g zentrifugiert. Das Zellpellet wird in 0,25 ml 50 
ml Tris-HCl, 10 m MEDTA, pH 8,0, 100 *tg/ml RNAse A re- 
suspendiert. Zur Zell-Lyse werden 0,25 ml 0,2 M NaOH, 1% 
SDS werden zur Zellsuspenison gegeben, vorsichtig ge- 
mischt und 5 Minuten bei Raumtemperatur stehen gelassen. 
Danach wird 0,25 ml 3 M K-Acetat, 2 M Essigsaure zur 
Neutralisation zugegeben, gemischt und 15 Minuten auf Eis 
inkubiert. Das Lysat wird 15 Minuten bei 10.000 g zentri- 
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fugiert und der uberstand vorsichtig abgehoben.. Das klare 
Zell-Lysat wird auf eine DEAE-Anionenaustauscher-Extrak- 
tionssaule pipettiert und die Probe durch die Aus- 
tauscherschicht durchgesaugt . Die ExtraJctionssaule wird 
mit 0,8 ml 1 M NaCl, 15% Ethanol, 50 mM MOPS, pH 7,0, 15% 
Ethanol, 10 mM Na-Acetat pH 7,0 gewaschen, urn RNA und 
Proteine zu entfernen. Die DMA wird mit 0,7 ml 7 M 
NaCIO , 15% Ethanol, 10 mM Na-Acetat, pH 7,0 auf eine 
ExtraJctionssaule mit einer Glasfasermembran gesaugt. Die 
eluierte DNA-Losung in 7 M Nad0 4 wird durch die Glas- 
fasermembran gesaugt und dabei direkt an die Silicagel- 
Schicht gebunden. Die Extraktionssaule wird mit 0,8 ml 
70% Ethanol, 100 mM NaCl, 10 mM Na-Acetat pH 7,0 und mit 
0,8 ml 90% Ethanol/ Wasser gewaschen. Spuren an EtOH 
werden eventuell durch ein Durchsaugen von Raumluft ent- 
fernt. 2um SchluB wird die DNA mit 10 m1 10 mM Tris-HCl, 
1 mM EDTA, pH 8,0 eluiert und in neuen 1,5 ml Rohrchen 
aufgefangen. 

Beispiel 13 

Preparation von Plasmid-DNA mit Konditionierung 

Eine 3 ml Kultur in LB-Ampicillin-Medium mit pUC 18 
transformierten HB 101 E. coli Zellen wird 10 Minuten bei 
5.000 g zentrifugiert. Das Zellpellet wird in 0,25 ml 
50 ml Tris-HCl, 10 m MEDTA, pH 8,0, 100 nq/TSl RNAse A 
resuspendiert. Zur Zell-Lyse werden 0,25 ml 1,2 M NaOH, 
1% SDS werden zur zellsuspension gegeben, vorsichtig 
gemischt und 5 Minuten bei Raumtemperatur stehen ge- 
lassen. Danach wird 0,25 ml 3 M K-Acetat, 2 M Essigsaure 
zur Neutralisation zugegeben, gemischt und 15 Minuten auf 
Eis inkubiert. Das Lysat wird 15 Minuten bei 10.000 g 
zentrifugiert und der uberstand vorsichtig abgehoben. Das 
klare Zell-Lysat wird auf eine DEAE-Anionenaustauscher- 
Extraktionssaule pipettiert und die Probe durch die Aus- 
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tauscherschicht durchgesaugt . Die Extraktionssaule wird 
mit 0,8 ml 1 M NaCl, 15% Ethanol, 50 mM MOPS, pH 7,0 ge- 
waschen, vim RNA und Proteine zu entfernen und mit 0,8 ml 
1 M NaC10 4/ 15 Ethanol, 10 mM Na-Acetat pH 5,0 konditio- 
niert. Die DNA wird mit 0,7 ml 7 M NaCl0 4 , 15% Ethanol, 
10 mM Na-Acetat, pH 7,0 auf eine Extraktionssaule mit 
einer Glasfasermembran gesaugt. Diese Glasfasermembran 
wurde vorher mit 0,2 ml 7 M NaCl0 4 , 15% Ethanol, 10 mM 
Na-Acetat , pH 7,0 konditioniert , urn eine bessere Ad- 
sorption der DNA zu erreichen und Verluste in den ersten 
Tropfen zu vermeiden. Die eluierte DNA-L6sung in 7M 
NaC10 4 wird anschlieBend auf einer Vakuumvorrichtung 
durch die Glasfasermembran gesaugt und dabei direkt an 
die Silicagelschicht gebunden. Die Extraktionssaule wird 
mit 0,8 ml 70% Ethanol, 100 mM NaCl, 10 mM Na-Acetat pH 
7,0 und mit 0,8 ml 90% Ethanol/ Wasser gewaschen. Spuren 
an EtOH werden eventuell durch ein Durchsaugen von Raum- 
luft entfemt. Zum SchluB wird die DNA mit 100 *il 10 mM 
Tris-HCl, 1 mM EDT, pH 8,0 eluiert und in neuen 1,5 ml 
Rorhchen aufgefangen. 

Die Vorkonditionierung kann auch durch eine mit 7 M 
Nad(> 4 , 15% Ethanol, 10 mM Na-Acetat, pH 7,0 getrankte 
und getrocknete Membran erreicht werden. Durch die Vor- 
konditionierung werden die Adsorptionsverluste von 30 % 
auf unter 5% reduziert und die Gesamtausbeute der DNA 
erhoht sich von 50 - 60% auf 80 - 90%. 
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Patentanspruche 



1. Verfahren zur Isoliemng und Reinigung von Nuklein- 
sauren, insbesondere Plasmid- Oder genomischer DNA, 
aus Zellen Oder anderen Quellen, wobei 

a) die Nukleinsauren enthaltenden Zellen aufge- 
schlossen und die Zelltrummer entfernt werden 
Oder sonstige nukleinsaurehaltige Pfoben mit 
Anionenaustauschern behandelt werden, und zwar 
in Pufferlosungen mit geringer Ionenstarke, 

b) danach die Nukleinsauren mit einem Puffer hoher 
Ionenstarke von dem Anionenaustauscher desor- 
biert werden, um danach 

c) im Puffer hoher Ionenstarke oder in Gegenwart 
von niederen Alkoholen, und/oder Polyethylen- 
glykol mit einem mineralischen Tragermaterial 
behandelt zu werden unter Adsorption der Nu- 
kleinsaure an die Oberflache der mineralischen 
Tragerstoffe, woraufhin 

d) eine Desorption der Nukleinsaure mit Wasser 
oder einer Pufferlosung mit geringer Ionen*- 
starke erfolgt. 

2. Verfahren nach Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, 
daB die Verfahrensschritte b) und c) unmittelbar 
aufeinanderfolgend durchgefuhrt werden. 

3. Verfahren nach Anspruch 1 und/oder 2, wobei Zentri- 
fugations- oder Filtrationsschritte dem Schritt a) 
vorgeschaltet werden, um nicht geloste Bestandteile 
mechanisch abzutrennen. 
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4. Verfahren nach mindestens einem der Anspruche 1 bis 

3, wobei zwischen den Schritten a) und b) ein oder 
mehrere Waschschritte mit Puf ferldsungen mit gerin- 
ger oder pro Waschschritt steigender Ionenstarke 
erfolgeh. 

5. Verfahren nach mindestens einem der Anspruche 1 bis 

4, wobei zwischen den Schritten c) und d) ein oder 
mehrere Waschschritte mit einer Puf f erliosung hoher 
Ionenstarke erfolgen. 

6. Verfahren nach mindestens einem der Anspruche 1 bis 

5, wobei zwischen den Schritten c) und d) mindestens 
ein Waschschritt mit waflrig/alkoholischer Losung 
erfolgt. 

7. Verfahren nach mindestens einem der Anspruche 1 bis 

6, wobei zwischen den Schritten c) und d) des An- 
spruchs 1 ein Waschschritt mit etwas hoherer Ionen- 
starke entsprechend einer 1,5 molaren Natriumper- 
chlorat-Ldsung und relativ niedrigem pH-Wert, wie 
etwa 5 r durchgefuhrt wird. 

8* Verfahren nach mindestens einem der Anspruche 1 bis 
1, wobei ein Anionenaustauscher vorzugsweise mit 
hoher Oberflachenladung verwendet wird. 

9. Verfahren nach mindestens einem der Anspruche 1 bis 

8, wobei die Nukleinsaure aus einer PCR- (Polymerase 
Chain Reaction) , SSSR- (Self-Sustained- Sequence 
Replication) , Ligase-Chain-Reaction stammt. 

10. Verfahren nach mindestens einem der Anspruche 1 bis 

9, wobei die Nukleinsaure 10 Nukleotide bis 200.000 
Nucleotide umfafit. 
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11. Verfahren nach mindestens einem der Anspruche 1 bis 

10 , wobei die Nukleinsauren aus Bakterien, Zell- 
kulturen, Blut, Gewebe, Urin, Viren Oder anderen 
biologischen Quellen stammt. 

12. Verfahren nach mindestens einem der Anspruche 1 bis 

11, wobei markierte Nukleinsauren insbesondere mit 
Biotin markierte Nukleinsauren fluoreszenz markierte 
Nukleinsauren, wie mit Fluorescein-Isothiocyanat 
markierte oder radioaktiv markierte Nukleinsauren 
eingesetzt werden. 

13. Verfahren nach mindestens einem der Anspruche 1 bis 

12, wobei als mineralische Trager Silicagel, Glas, 
Zeolithe , Alumniumoxid , Titandioxid , Z irconoxid, 
Kaolin und/oder Kieselalgen verwendet werden. 

14. Verfahren nach mindestens einem der Anspruche 1 bis 

13 , wobei porose oder nicht porose Matrices verwen- 
det werden mit einer Partikelgrofle von 1 m bis 250 
pin, vorzugsweise 10 bis 30 ftm. 

15. Verfahren nach mindestens einem der Anspruche 1 bis 

14, wobei eine Silicagelsuspension mit einer Par- 
tikelgrofle von 1 bis 250 mb, vorzugsweise 1 bis 5 §im 
verwendet wird. 

16. Verfahren nach mindestens einem der Anspruche 1 bis 

15, wobei der Anionenaustauscher eine Partikelgrofle 
von 1 bis 250 tm, vorzugsweise 10 bis 100 jim, und 
einem Porendurchmesser von 1 bis 2.500 nm, vorzugs- 
weise 100 bis 400 nm, aufweist* 

17 . Vorrichtung zur Isolierung und Reinigung von 
Nukleinsauren mit einem Hohlkorper (1) mit einer 
Einlafloffnung (7) und einer Auslafloffnung (8), wobei 
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im Hohl- korper (1) zwischen zwei Fixiereinrichtun- 
gen (5, 6) ein pulverfdrmiges erstes Material auf 
Silicagelbasis (10) angeordnet ist, dadurch gekenn- 
zeichnet, daB ein zweites Material (11) zwischen dem 
ersten Material (10) und der AuslaBdf fnung (8) ange- 
ordnet ist, wobei die ersten und zweiten Materialien 
(10, 11) unterschiedliche Adsorptionscharakteristika 
fur Nukleinsauren aufweisen. 

18. Vorrichtung nach Anspruch 17, dadurch gekennzeich- 
net , daB die Fixiereinrichtungen ( 5 , 6 ) porose 
Scheiben aus gesintertem Glas Oder Keramik (Fritten) 
oder Membranen aus Kunststof f en, wie Polyethylen, 
Polypropylen, Polytetraf luorethylen oder Nylon, 
sind. 

19. Vorrichtung nach Anspruch 17 und/ oder 18, dadurch 
gekennzeichnet, daB die Materialien (10, 11) direkt 
aneinandergrenzen, und zwar in getrennten Schichten, 
und gemeinsam von den Fixiereinrichtungen (5, 6) 
gehalten werden. 

20* Vorrichtung nach mindestens einem der Anspruche 17 
bis 19, dadurch gekennzeichnet, daB die Materialien 
(10, 11) durch eine Trenneinrichtung (13) getrennt 
sind. 

21. Vorrichtung nach Anspruch 20, dadurch gekennzeich- 
net , daB die Trenneinrichtung ( 13 ) eine porose 
Scheibe, vorzugsweise aus gesintertem Glas (Fritte) , 
oder eine Kunststoffmembran, vorzugsweise aus Nylon, 
ist. 

22. Vorrichtung nach mindestens einem der Anspruche 17 
bis 21, dadurch gekennzeichnet, daB das zweite Ma- 
terial (11) in dem einen Kanal bildenden AuslaB- 
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rohrchen (18), das einen geringeren Querschnitt als 
der Hohlkorper (1) aufweist, zwischen den Fixierein- 
richtungen (5, 15) fixiert ist. 

23. Vorrichtung nach Anspruch 22, wobei das zweite Ma- 
terial (11) vom ersten Material (10). nur durch eine 
gemeinsame Einrichtung (17) getrennt sind. 

24. Vorrichtung nach mindestens einem der Anspruche 17 
bis 23, dadurch gekennzeichnet, daB das erste Ma- 
terial (10) aus einem Anionaustauscher auf Silica- 
gelbasis besteht, wahrend das zweite Material (11) 
aus einem Silicaglas besteht. 

25. Vorrichtung nach mindestens einem der Anspruche 17 
bis 24, dadurch gekennzeichnet, dafi die Materialien 
(10, 11) pulverfdrmig und/oder Preflkorper sind. 

26. Vorrichtung nach mindestens einem der Anspruche 17 
bis 24, wobei die Partikei der Materialien (10, 11) 
in einem Tragernetz aus inerten Kunststoffen einge- 
bettet sind. 

27. Vorrichtung nach Anspruch 26, dadurch gekennzeich- 
net, daB das Tragernetz aus Teflon besteht. 

28. Vorrichtung nach mindestens einem der Anspruche 24 
bis 27, dadurch gekennzeichnet, daB im Hohlkorper 
(1) eine weitere Schicht (12) zwischen dem EinlaB 
(7) und dem ersten Material (10) angeordnet ist, die 
als mechanische Filtereinrichtung wirkt. 

29. Vorrichtung nach Anspruch 28, dadurch gekennzeich- 
net, daB die dritte Schicht (12) ein asymmetrischer 
Filter ist, wobei die PorengroBen des Filters in 
FlieBrichtung abnimmt. 
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30. Vorrichtung nach einem der Anspruche 28 und/oder 29, 
wobei der asymmetrische Filter aus gesintertem Glas 
mit abnehmender PorengroBe oder iibereinandergeschich- 
teten Kunststof fmembranen mit abnehmender PorengroBe 
besteht. 

31. Verwendung der Vorrichtung nach einem der Anspruche 
17 bis 30 in einem Verfahren gemaB mindestens einem 
der Anspruche 1 bis 15 zur Proteinentf ernung einer 
nukleinsaurehaltigen Probe unter Vermeidung einer 
phenolischen, phenolisch/Chloroform oder Chloroform- 
extraktion. 

32. Verwendung eines Waschr- oder Adsorptionspuf fers zur 
Durchfuhrung des Verfahrens nach einem der Anspruche 
1 bis 16, dadurch gekennzeichnet, dafl die,L6sung 1 
bis 7 M Natriumperchlorat, 1 bis 7 M Guanidinhydro- 
chlorid, 1 bis 5 M Natriumchlorid, 1 bis 6 M 
Natriumiodid, 1 M Natriumchlorid/20% Ethanol oder 
niedere Alkohole wie Methanol, Ethanol, Propanol, 
Isopropanol, Butanol und/oder Polyethylenglykol ent- 
halt. 

33. Verwendung eines Puffersystems zur Elution der ad- 
sorbierten Nukleinsauren in einem Verfahren gemaB 
mindestens einem der Anspruche 1 bis 16, wobei der 
Puffer Wasser, Tris bei einem pH-Wert von 5 bis 9 
enthalt. 

34. Verwendung der gemaB einem der Verfahren 1 bis 16 
gewonnen Nukleinsauren in einer der folgenden en- 
zymatischen Reaktionen, wie Restriktionsabdauung, 
Sequenzierung, Amplif ikatic Markierung. 

35. Verfahren zur Isolierung und Reinigung von Nuklein- 
sauren aus Zellen oder anderen Quellen, wobei 
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a) die Zelltrummer oder sonstige Partikel durch 
eine Filterschicht mit r in Flieflrichtung der 
Probe gesehen, abnehmender Porengrofle entfemt 
werden, 

b) wobei dann das Efluat mit einem Anionenaus- 
tauscher in Puf ferlosungen mit gcringer Ionen- 
starke behandelt wird. 

36. Vorrichtung zur Durchfuhrung des Verfahrens nach 
Anspruch 35, wobei mindestens eine Filterschicht 
(12, 20, 21 oder 22) im Lumen eines im wesentlichen 
zylindrischen Hohlkorpers (1) vor einer zwischen 
zwei Einrichtungen (5, 6) fixierten Schicht (10) mit 
Anionenaustauschereigenschaften, aus der Richtung 
der EinlaBoffnung (7) her gesehen, angeordnet ist. 

37. Verfahrerf zur Isolierung und Reinigung von Nuklein- 
sauren aus Zellen oder anderen Quellen, wobei 



a) die Zelltrummer oder sonstige Partikel durch 
eien Filterschicht mit, in Flieflrichtung der 
Proben gesehenen, abnehmenden Filterporengroflen 
entfernt werden, 

wobei 

b) das Effluat danach mit einem mineralischen 
Trager in Puf ferlosungen hoher Ionenstarke be- 
handelt wird. 

36, Vorrichtung zur Durchfuhrung des Verfahrens nach 
Anspruch 37, wobei mindestens eine Filterschicht 
(12, 20, 21 oder 22) im Lumen eines im wesentlichen 
zylindrischen Hohlkorpers (1) vor einer zwischen 
zwei Einrichtungen (5, 6) fixierten Schicht (11), 
die Nukleinsauren bei hoher Ionenstarke der ent- 
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sprechenden Losung zu binden vermag , aus der 
Richtung der EinlaBof fnung (7) her gesehen, ange 
ordnet ist. 



ERSAT2BLATT 



WO 93/11221 PCT/EP92/02775 

-1 /10- 



5- 
6- 



"""""""in 



7 



inimiiimiumi inn i m ii iiitttt 



iiniininii'H'irilllil' 



-10 



■11 



FIG.1 



ERSATZBLATT 



WO 93/11221 PCT/EP92/02775 

-2/10- 



1-^ 

A 



10 



iiiinn JiiiiiiiiiliE 



mill.lllllll-i!UI!. I 



jiii n h i , , i i i ■ i i , , i ■ i n , 1 1 i , i ■ i 1 ; llL 



FIG.2 



,13 
■11 




FIG.3 



ERSAT2TBI ATT 



WO 93/11221 PCT/EP92/02775 

' -3/10- 




FIG.5 



FIG. 4 



ERSATZBLATT 



WO 93/11221 



-1/10- 



PCT/EP92/02775 




CO 

6 



CO 



PBftAr»oi — 



WO 93/11221 



PCT/EP92/02775 



FIG.7 



20- 

21- 
22- 



5 

\ 

A 
U 



-5/10- 



FIG.8 



A 
A 
A 
A 
A 
A 
A 

A 



— - — < ^ 1 1 ■ 1 1 1 1 1 1 n 1 1 1 1 n 1 1 1 1 n 1 1 n 1 1 rrrr 



Hllllllllllllllllllllllllllllll 



20. 



21 



7 

/ 
/ 
/ 
/ 

A 



• L. .... ^- - ■ X 



:-io 



7 



t ■ ■ 1 1 1 1 1 * 1 1 n ■ a ■ : i : , in 



[III 1 1 1 1 II 1 1 1 1 1 ; j 1 1 1 1 1 ■: i ;TT 



.23 



•10 



8- 



PR.CAT7DI A 



WO 93/11221 



PCT/EP92/02775 



FIG. 9 



-6/10- 



FIG.10 



* ; * *• \ * r • ■ 



7 

/ 
/ 
/ 
/ 



k 



A 
/ 
/ 
/ 



i ii 1 1 1 1 1 i_i i mn.ii.ii. imiini 




23 



-12 



10 




5. 



y 

A 

/ 

Z 



-t-i-l 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 : J 1 1 1 1 1 1 1 1 ITTTTT 



23 



.11 



ERSATZBI ATT 



WO 93/11221 



PCT/EP92/02775 



-7/10- 



FIG.11 




V 



/ 
/ 
/ 
/ 

/ 



5 



v 
A 
/ 
/ 
/ 
/ 
/ 
/ 



? ■HiniiniiiiHiii^T 



umiiiiiiiiiiiiiim 




23 



■12 



10 

-13 

•11 



ERSATZBLATT 



WO 93/11221 



PCT/EP92/02775 



-8/10- 




ERSATZBLATT 




ERSATZBLATT 



WO 93/11221 



PCT/EP92/02775 



-10/10- 




o 



ERSATZBLATT 



INTERNATIONAL SEARCH REPORT 



itiooal application No. 

PCT/EP92/02775 



A CLASSIFICATION OF SUBJECT MATTER 

Int. CI. 5 : C12N 1/08; C12N 15/10 

According to International Patent Classification (IPC) or to both national classification and IPC 



B. FIELDS SEARCHED 



Minimum documentation searched (classification system followed by classification symbols) 

Int. CI. 5 : C12N; C07K; C07H, B01J B01D 



Documentation searched other than minimum documentation to the extent that such documents are included io the fields searched 



Electronic data base consulted during the international search (name of data base and, where practicable, search terms used) 



C DOCUMENTS CONSIDERED TO BE RELEVANT 



Category* 



Citation of document, with indication, where appropriate, of the relevant passages 



Relevant to claim No. 



Y 
Y 

P,Y 



EP, A, 0 376 080 (TALENT SRL) 4 July 1990, 
see the whole document 

EP, A, 0 268 946 (DIAGEN INSTITUT FOR 

M0LEKULARBI0L0GISCHE DIAIN0STIK GMBH)1 June 1988, 
see the whole document 

US, A, 5 075 430 (M.C. LITTLE) 24 December 1991, 
see column 8, lines 13-61 
see column 11, lines 26-37; claims 

W0, A, 9 105 606 (MACHEREY-NAGEL & CO.) 2 May 1991, 
see abstract 

see page 5, paragraph 3 - page 7, paragraph 1; 
claims 

W0, A, 9 107 422 (B0EHRINGER MANNHEIM CORPORATION) 
30 May 1991, see page 6, line 29 - page 10, 
line 36; claims 



1-25,28-37 
1-25,28-37 

1-16,31-34 
1-16,31-34 

1-16,31-37 



1 | Further documents are listed in the continuation of Box C | | See patent family annex. 



* Special categories of cited documents: 

"A" decomeur defining the getteralsa^ 
to be of particular relevance 

~E" earlier document but published on or after the international Cling date 

T" document which may throw doubts on priority cUimfs) or which is 
cited to establish the publication date of another citation or other 
special reason (as specified) 

*X) N document referring to an oral disclosure, use, exhibition or other 



*T" docuinem published prior to themternatkma] filing date but later than 
the priority date claimed 



"X"* document of particular relevance; the claimed invention cannot be 
considered novel or cannot be considered to involve an inventive 
step when the document is taken alone 

w Y a * document of particular relevance; the claimed invention cannot be 
considered to involve an inventive step when the document is 
combined with one or more other such documents, such combination 
being obvious to a person skilled In the art 

**&" document member of the same patent family 



Date of the actual completion of the international search 
26 February 1993 (26.02.93) 



Date of mailing of the international search report 

15 March 1993 (15.03.93) 



Name and mailing address of the ISA/ 

European Patent Office 

Facsimile No. 



Authorized officer 



Telephone No. 



Form PCT/ISA/210 (second sheet) (July 1992) 



-2 



INTERNATIONAL SEARCH REPORT 



International application No. 

PCT/EP92/02775 



C (CbntinuaU'on). DOCUMENTS CONSIDERED TO BE RELEVANT 



Category* 



Citation of document, with indication, where appropriate, of the relevant passages 



Relevant to claim No. 



A 
A 



US, A, 4 810 381 (D.F. HAGEN ET AL.) 7 March 1989, 
see column 8, lines 13-61 
see column 11, lines 26-37; claims 

US, A, 4 935 142 (S. STERNBERG) 19 June 1990, 
see the whole document 

EP, A, 0 389 063 (AKZO N.V.) 26 September 1990, 



25-27 



17-30 



Form FCT/ISA/210 (continuation of second sheet) (Jnly 1992) 



ANNEX TO THE INTERNATIONAL SEARCH REPORT _ n 

ON INTERNATIONAL PATENT APPLICATION NO. |P 9202775 

SA 67175 



This annex Bsts the patent family members relating to the patent documents cited fa the above-mentioned international search report. 
The members ire as contained in the European Patent Office EDP file on 

The European Patent Office is in no way liable for these particulars which are merely given for the purpose of information. 26/02/93 



Patent document 


Publication 


Patent family 


Publication 


cited in search report 


date 


members) 


dace 



EP-A-0376080 04-07-90 CA-A- 2006185 22-06-90 



EP-A-0268946 


01-06-88 


DE-A- 
JP-A- 
US-A- 


3639949 
63150294 
5057426 


09-06-88 
22-06-88 
15-10-91 


US-A-5075430 


24-12-91 


None 






WO-A-9105606 


02-05-91 


DE-A- 
EP-A- 


3935098 
0496822 


25-04-91 
05-08-92 



WO-A-9107422 30-05-91 US-A- 4997932 05-03-91 

EP-A- 0508985 21-10-92 



US-A-4810381 


07-03-89 


DE-A- 


3873899 


24-09-92 






EP-A.B 


0323055 


05-07-89 






JP-A- 


1209363 


23-08-89 






US-A- 


4906378 


06-03-90 






US-A- 


4971736 


20-11-90 


US-A-4935142 


19-06-90 


None 






EP-A-0389063 


26-09-90 


NL-A- 


8900725 


16-10-90 






AU-A- 


5215390 


27-09-90 






CA-A- 


2012777 


23-09-90 






JP-A- 


2289596 


29-11-90 



s 

S 
ct 

2 

e 

S» For more details about this annex : see Official Journal of the European Patent Office, No* 12/82 



iafetNAHONALER RECHERCHENBERICfq^^ 

PCT/EP 92/02775 

Intcreattoamlcs AatcaxcfoBPF 

L KLASSDTKATION DCS Ahnw tri m jNGSGECEN STANDS (bd acfarcrca M^flkationcymbolco rind alio anzagebca)* 
Nacb dcr Intenuiioniien Patestklsssffikatloa (IPQ oder nacfa dcr aattoatlrn KhssifikittoD and dcr IPC 

Int.KI. 5 C12N1/08; C12N15/10 



IL H£CHEKaiIEKTE SACHCESUTE 



ttrxfacrcfalerter Mlndestprtfstoff ' 



Klasstfikatioossytcn 


KlasstfikationssymboU 


Int.KI. 5 


C12N ; C07K ; C07H ; B01J 
BOlO 



■Uchtrcaierte nicfat aim Mlodcstpittfttoff gebCrende VcrttffcntltefaiiBga, sowdt dicse 
osccr tie iccfaercblertta Sacagebiete alien 1 



FJL DNSCHLAGIGE VEBOFFENTUCHUNGEN 9 



Art 0 


Kcnnzdcbmiag to VerMtatlidimig 11 , sowdt ertotolfch otter Angab* dcr miflgeblicbcB Tdle u 


Bear. AnspracbNr.u 


Y 


EP,A,0 376 080 (TALENT SRL) 
4. Jul1 1990 

slehe das ganze Document 


1-25, 
28-37 


Y 


EP,A,0 268 946 (DIAGEN INSTITUT FOR 
MOLEKULARBIOLOGISCHE DIAGNOSTIK GMBH) 
1. Junl 1988 

slehe das ganze Document 


1-25, 
28-37 


P,Y 


US.A.5 075 430 (M.C. LITTLE) 
24. Dezember 1991 

slehe Spalte 8, Zelle 13 - Zelle 61 
slehe Spalte 11, Zelle 26 - Zelle 37; 
AnsprQche 

-/~ 


1-16, 
31-34 



° Besondcrc Katcgorko von ang*ybencn VcrtffffiHirhgngm 10 ; 

*A* VerWrertUdamg, die den ailgeracinen Stud der Tedbnik 
dcfinJeit.aberrifcfat ate besosders bedentsaa aniatthfn 1st 

*E* uteres Dokanreot, das ledocjherst aa oder nacb dem Interna- 
tiooalen A,*m%4*Aatnm verflflcntlic&t worsen 1st 

*L* VetfiffentUcteinff, diegedmet 1st, dnen Prioritttssnsprndk 
zwdfethift erscbdnen zu lassen, Oder dnrcfa die das Vc rttf- 
fentilchnagsdatua cfner andercn In Rechtrcbeobcricht ge* 
nanatco Verorremifcnung betegt werden soil oder die ans daea 
andercn bestmderen Grand angegebeo 1st (wie ansgefofafQ 

'O* VertftatUdamg. die sicfa anf cine aundlicfac Offenbanmg, 
cine Bemrtzung, dnc AameUang oder anderc MtBnahmen 
bezicbt 

*P* Verttffentlidumfe die vor dem fatcrnittanaJen Amnc l deda- 
tnnif aber nacfa den bcansprccbten Prtoritltsdatun verOffent- 
Ucbt wordea 1st 



*T* Spitcre VeroffentUcnong, die nacb den iiiternationaleo An- 
mdd^tatnxn oder data i*rloritfcsdaaia veroffestUcbt warden 
1st and alt der Anmddnng nftcfat koUldicrt, sandcra nor ana 
Verstlndnis des dcr fc>tmdimg mnmdrtlcgcndeB Prtnzips 
oder dcr ihr rugnrodditgenden Thcorie a&gegeben 1st 

*X* Verifrentlidinng von besooderer Bedentang; die beamprocn- 
tc Erfindnng kaan nkfat ab aca oder anf crSnacrlscbcr Tttla- 
kcH benthend bctracbtct werdea 

*Y* VcrMFenttidmng von besoadcrcr Bedcotanc; die bemsmntcn- 
te Erfindong kaan nicht als anf erflnderlscber TUtgkch be- 
rube&d bctracbtct werdea, worn die VeroffentUchDng mit 
doer oder menreren andercn VeiWcirtUcbnnsen dieser Kate- 
gprie to Verbindang gebracnt wird and dicse Verbindong for 
dncn Fachmann nabellcgend art 

•«* VcroftatUcboiigi die MHgHed dcrselbcn Patentfamffle 1st 



IV. BESCHEtfttGUNG 



Datum to Ahschlams to mttrmtlaMlai Recherche 

26.FEBRUAR 1993 


Abscndcdttun des Internatiooalen EUc&erc&eoberfcbts 

*5 (B S3 


tatcrnatfonalc Rwberchcnbehordc 

EUROPAISCHES PATENTAMT 


Untertdutft to bevoUmiehtigten Bedieuutea 

BEVAN S.R. 



hndlilt PCTASA/210 (Butt 2} (Jnur IMS) 



Internationales Aktcnzdc&l 



PCT/EP 92/02775 



m. DNSCHLAGIGE VEROFFENTUCHUNGEN (FomctmngwHiBUttD 



Art" 



Kamafctomg <tr VcrtHfatUdumg, sontft nfontaUch Hrtcr Aagib. to naflgbUdita Tdle 



BcttwABsprochNr. 



W0.A.9 105 606 (MACHEREY-NAGEL & CO.) 

2. Mai 1991 

siehe Zusaramenfassung 

siehe Seite 5, Absatz 3 - Seite 7, Absatz 

1; Anspriiche 

W0.A.9 107 422 (BOEHRINGER MANNHEIM 
CORPORATION) 

30. Ma1 1991 _ , 3 , 

siehe Seite 6, Zeile 29 - Seite 10, Zeile 
36; AnsprQche 

US.A.4 810 381 (D.F. HAGEN ET AL.) 
7. Marz 1989 , _ ^ 

siehe Spalte 8, Zeile 13 - Zeile 61 
siehe Spalte 11, Zeile 26 - Zeile 37; 
AnsprQche 

US,A,4 935 142 (S.STERNBERG) 

19. Juni 1990 

siehe das ganze Document 

EP,A,0 389 063 (AKZ0 N.V.) 
26. September 1990 



1-16, 
31-34 



1-16, 
31-37 



25-27 



17-30 



MUI PCT/BAmO (Zm Tti «■ ) (tar MS) 



ANHANG ZUM INTERNATIONALEN RECHERCHENBERICHT 
CBER DIE INTERNATIONALE PATENTANMELDUNG NR. 



EP 9202775 
SA 67175 



In dkscm Anhang sind die Mhgtieder dcr Paten tfamiHen der 2m obmgmarmten mteniatiomUea 1 
PifriildofciiiiinHr aagegcbcB. 
Die Auzaben fiber dfie Faimfitmmttfcdcr entsprechen dem Stud der Dates des Enropaischen Pitfnhmrti i 
Dicse Angabco dieoen nor zur U utmidito ni and erfbleen oboe Gcwihr. 



t angefuhrten 



26/02/93 



angcfUbrtcs PMttotdoifnmcflt 


DsUmu dcr 
VcrSfleadkliimg 


Mhglicffa-) do- 
Patrtitfarnilic 


Datum der 

VgrufTwtHirfmng 


EP-A-0376080 


04-07-90 


CA-A- 


2006185 


22-06-90 


EP-A-0268946 


01-06-88 


DE-A- 
JP-A- 
US-A- 


3639949 
63150294 
5057426 


09-06-88 
22-06-88 
15-10-91 


US-A-5075430 


24-12-91 


Keine 






WO-A-9105606 


02-05-91 


DE-A- 
EP-A- 


3935098 
0496822 


25-04-91 
05-08-92 



WO-A-9107422 


30-05-91 


US-A- 


4997932 


05-03-91 






EP-A- 


0508985 


21-10-92 


US-A-4810381 


07-03-89 


DE-A- 


3873899 


24-09-92 






EP-A.B 


0323055 


05-07-89 






JP-A- 


1209363 


23-08-89 






US-A- 


4906378 


06-03-90 






US-A- 


4971736 


20-11-90 


US-A-4935142 


19-06-90 


Keine 






EP-A-0389063 


26-09-90 


NL-A- 


8900725 


16-10-90 






AU-A- 


5215390 


27-09-90 






CA-A- 


2012777 


23-09-90 






JP-A- 


2289596 


29-11-90 



Fur nfibcre Ebodhcttea zu diesem Anbang : ache Amtsblatt des Europiticfaen Pateatamts, Nr.12/82 



